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itber die Bedeutung des Cholesterins fiir die beriberiartige 
Erkrankung der Tauben. 
Von 
Dr. Kazuo Hotta. 
Mit 1 Figur im Text und 1 Tafel. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Januar 1924.) 


In einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit konnte Lawazceck?) 
zeigen, daB bei der beriberiartigen Avitaminose der Tauben, 
die unter der Kinwirkung ausschlieBlicher Fiitterung mit Reis 
beobachtet wird, eine eigenartige Anderung in der chemischen 
Zusammensetzung mehrerer Organe auftritt. 

Ks handelt sich um eine Vermehrung des Cholesterin- 
gehaltes. In einigen Organen tritt, wie schon von Lawazceck 
und dann namentlich von mir selber bei der Fortsetzung der 
von ihm angefangenen Untersuchungen*) festgestellt wurde, 
diese Cholesterinvermehrung sehr friihzeitig auf, so namentlich 
im Blute, in der Muscularis des Kaumagens und im Gehirn. 
Von andern Organen fehlte sie nur in der Niere und im Hoden, 
auch bei lingere Zeit fortgesetzter Reisfiitterung. Bei einfacher 
Unterernihrung, aber geniigendem Gehalt der Nahrung an 
B-Vitamin, kam es in einigen Organen zwar auch zu einer 
gewissen Vermehrung des Cholesterins, aber diese Vermehrung 
war geringfiigiger, als bei den mit Reis gefiitterten Tauben. 
DaB die Cholesterinvermehrung bei der Beriberi der Tauben 
nicht einfach durch Unterernahrung bedingt ist, geht aber vor 








1) H. Lawazceck, Diese Zs. Bd. 125, S. 229, (1923). 
*) K. Hotta, Diese Zs. Bd. 128, S. 85 (1923), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. I 
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allem daraus hervor, dai das Blut, wie schon Lawazceck 
fand, bei einfacher Unterernihrung eher eine Verminderung 
dagegen schon in einem friihen Stadium der Beriberierkrankung 
eine starke Vermehrung seines Cholesterins zeigt. 

In zwei seitdem erschienenen Arbeiten von Asada!) sowi: 
von Collazo und Bosch®) wird die Vermutung ausgesproche;, 
daB die von Lawazceck und auch von mir gefundene Chole. 
sterinvermehrung der Muskulatur nur durch den hohen Chole. 
steringehalt des in der Muskulatur vorhandenen Blutes yoy. 
getiiuscht sei. Ganz abgesehen davon, daB die von mir yer. 
wandten Tiere, soweit sie nicht spontan starben, sehr griindlich 
entblutet waren, spricht schon die Tatsache, daB auch in 
solchen Organen, deren Cholesteringehalt weitaus héher alk 
der des Blutes ist, bei den Beriberitieren oft eine starke Ver. 
mehrung des Cholesterins gefunden wurde, mit Sicherheit gegen 
diese Deutung: Ich erinnere nur an das friiher von mir be. 
schriebene Verhalten des Gehirns (siehe Diese Zs. Bd. 128, 
S. 94 (1923); Tab. 1, Reihe 14), ferner an das des Pankreas und 
der Leber im Versuch7 dieser 'abelle, an das der Milz in Ver- 
such 6. Anderseits zeigte das besonders blutreiche Herz in 
den Friihstadien der Erkrankung auch dann keine Cholesterin. 
vermehrung, wenn der Cholesteringehalt des Blutes schon 
stark angestiegen war (siehe Versuch 4 und 5, Reihe 7 de 
eben genannten T'abelle). Ganz ahnlich verhielt sich tibrigens 
der noch cholesterinirmere Brustmuskel des 6fteren in der 
friiheren Periode der Erkrankung, wiihrend zu gleicher Zeit in 
der Magenmuskulatur schon ein starker Anstieg des Cholesterins 
erfolgt war. An der Tatsache, da8 in manchen Organen eine 
nicht auf die Blutbahn beschriinkte Cholesterinvermehrung bei 
der Reisavitaminose der Tauben eintritt, kann also nicht der 
mindeste Zweifel bestehen. 

Schon vor lingerer Zeit hat iibrigens Stepp) einen eigen- 
artigen Befund an einem ohne B-Vitamin ernihrten Hunde 
verdffentlicht. Er fand namlich, daB die Galle, im Gegensatz 





1) Asada, Biochem. Zs. Bd. 141, 8. 167 (1923). 
*) Collazo u. Bosch, Biochem. Zs. Bd. 141, 8S. 370 (1928). 
‘) W. Stepp, Zs. Biol. Bd. 69, 8. 514 (1919). 
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zu inrem normalen Cholesterinreichtum, tiberhaupt kein Chole- 


‘sterin enthielt. Dieser Befund und die bisher besprochenen 


Versuche Lawazcecks und meine eigenen sprechen, wie ich 
glaube, dafiir, daB es im Organismus der an Beriberi er- 
krankten Tauben zu einer starken Anhaufung von Chole- 
sterin kommt. 

Die Bedeutung dieser Cholesterinanhiiufung fiir die patho- 
logische Physiologie der Beriberi bedurfte natiirlich weiterer 
Bearbeitung, und ich habe derartige Untersuchungen auf Ver- 
anlassung von Prof. Embden vorgenommen. Die Absicht 
dieser Versuche war, festzustellen, ob bei gleichzeitiger Ver- 
fiitterung von Reis und Cholesterin die Avitaminose einen 
andern Verlauf nimmt wie bei reiner Reisfiitterung. Ich will 
nicht verhehlen, daB wir von vornherein die Vermutung hegten, 
daB die mit Cholesterin und Reis gefiitterten Tiere rascher 
unter den charakteristischen Symptomen der Tauben-Beriberi 
erkranken wiirden, als die ausschlieflich mit Reis ernihrten. 

Ks zeigte sich nun auch in der Tat, daB die Cholesterin- 
reistauben, wie ich im folgenden die gleichzeitig mit Cholesterin 
und Reis gefiitterten Tauben nennen will, friiher einen kranken 
Kindruck machten, als die nur mit Reis gefiitterten. 

Ich verwendete bei meinen Fiiiterungsversuchen mehrere 
Cholesterinpraparate, die simtlich aus menschlichen Gallen- 


' steinen hergestellt waren; zum Teil wurden bei der Darstellung 


die zerkleinerten Gallensteine mit Lauge erhitzt, zum Teil 
wurden sie ohne Vorbehandlung mit Kalilauge durch Chloroform 
extrahiert und der Chloroformextrakt nach Verjagen des Lésungs- 
mittels aus der 10fachen Menge heiSen Athylalkohols von 
etwa 95°/, umkrystaliisiert. Anhaftender Alkohol wurde durch 
Erwirmen auf 110° vorsichtig entfernt. Von der Reinheit 
der Praparate iiberzeugte ich mich durch Schmelzpunkts- 
bestimmung. 


1. Biologisches Verhalten der Cholesterinreistauben. 


Die Erscheinungen, die die Tiere in immer stirkerem 
Mae boten, waren sehr eigenartige und vom gewohnten Bilde 
der Taubenheriberi durchaus abweichende. Eines der auf- 
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failligsten Symptome war die Erweiterung der Pupillen. Die 
Zeit, zu der diese Pupillenerweiterung auftrat, war sehr yer. 
schieden; einmal wurde sie schon am 3. Tage nach Beginn 
der Cholesterinreisfiitterung beobachtet (Versuchsreihe II. 
Taube 22), meist jedoch erst nach 14—21 Tagen. Auch de 
Grad der Erweiterung war sehr verschieden, derart, daB in 2 
der 12 von mir beobachteten Fille sich Mydriasis iiberhaupt 
nicht mit Sicherheit nachweisen lieB (Versuchsreihe IT, 20 und 
Versuchsreihe III, 24). Die Pupillenerweiterung war ein un 
so auffilligeres Symptom, als ich bei den ausschlieBlich mit 
Reis gefiitterten Tauben eher besonders enge Pupillen fand, 
Die Reaktion der Pupillen der Cholesterinreistiere auf Licht. 
einfall war, verglichen mit derjenigen von Normal- und reinen 
Reistieren, stark vermindert (bei Reistieren ohne Cholesterin 
beobachtete ich stirkere und — wie es schien — auch raschere 
Pupillenverengerung auf Lichteinfall, als bei gesunden Tauben), 
Kintriufelung von einem Tropfen Adrenalinlésung (1: 1000) in 
den Bindehautsack fiihrte zwar gewoéhnlich zu keiner weiteren 
Steigerung der an sich schon starken Mydriasis, wohl aber zu 
einer rasch voriibergehenden weiteren Verminderung der 
Reaktion auf Lichteinfall. Handelte es sich also bei den 
meisten Tieren um eine in gewissem Sinne positive Loewische 
Reaktion, so trat in einigen Fiillen das umgekehrte Verhalten 
ein, d.h. Adrenalineintriufelung fihrte zu einer Miosis. Bei 
den meisten Tieren erfolgte namentlich im vorgeriickten Stadium 
der Erkrankung der Lidschlag sehr viel seltener als bei Normal- 
tieren und auch bei den Reistieren. Das Gefieder war bei 
den Cholesterinreistieren frither als bei den Reistieren gestriiubt. 

Merkwiirdig war die Veriinderung der Haltung der 
Cholesterinreistauben. Wihrend Reistauben in nicht zu spiitem 
Stadium flach sitzen, so daB die Unterfliiche ihres Kérpers 
einen ziemlich spitzen Winkel mit der Horizontalen bildet, 
saBen die Cholesterinreistauben auffillig steil, fast senkrecht. 
Das Verhalten, das namentlich in der zweiten der drei von mir 
angefiihrten Versuchsreihen sehr ausgesprochen war, geht 
aus den Figuren 1—3 (Tafel) hervor, in denen eine Normal- 
taube, eine Cholesterinreistaube und eine Reistaube in typischer 
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e MHaltung photographisch wiedergegeben sind. Wihrend die 

- BP Reistauben schreckhaft waren und etwa bei Anniherung der 

n HM Hand zu fliehen versuchten, hatten die Cholesterinreistauben ein 

§ eigenartig starres und unbewegliches Aussehen. Viele Stunden 

lang saBen sie, ohne sich zu riihren, in der geschilderten steilen 

Haltung da. Wurde Nahrung in ihren Kafig gestellt, so dauerte 

es oft lange, bis sie sich ihr langsam niherten, um dann 

ibrigens, wenigstens wihrend eines groBen Teiles des Krank- 

1 BP heitsverlaufes, reichlich zu fressen. 

Die bemerkenswerteste Abweichung im Verlaufe der Avita- 
minose gegentiber den gleichzeitig nur mit Reis gefttterten 
Tauben bestand aber darin, daB die Cholesterinreistauben 

| Meniemals auch nur eine Andeutung von Krimpfen be- 

| Hekamen. Im ersten Versuche, bei welchem die Tauben in 

} Heeiner langen Vorperiode alle sehr gleichmaBig ernaéhrt waren, 

, Mebrachen bei den 4 Reistieren rasch hintereinander die bekannten 

| Pecharakteristischen Krimpfe aus; die Cholesterinreistauben ver- 

loren zwar mit der Zeit ihre steile und starre Haltung. Sie 
sanken gleichsam mehr in sich zusammen, sie verlernten das 

Fliegen vollstindig, aber bei den samtlichen Tieren dieser 

Gruppe, die ich untersuchte, trat bis zum Tode niemals ein 

Krampfanfall ein. 

In dem ersten meiner drei Versuche erhielten die 4 Chole- 
ssterintauben zusammen tiglich 1g Cholesterin, durchschnittlich 
salso jede 0,25 g. Bei dieser Cholesteringabe blieben die Tiere, 
bis auf eine, linger, zum Teil sehr viel langer am Leben, als 
‘die reinen Reistauben. 

' Im 2. Versuche verdoppelte ich die Cholesterindosis, und 

es ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB jetzt eine Chole- 

Psterintaube friiher starb als die erste Reistaube. Aber auch 

bei diesem Tier traten niemals Krampfe ein. Von den 4 Reis- 

sauben dieser 2. Versuchsreihe starben iibrigens ebenfalls zwei, 
ohne dafS Krampfanfille aufgetreten waren. Im 3. Versuch 

istarben von den nur mit Reis gefiitterten Tauben wieder 2 

nach charakteristischens Krampfanfillen, beide am 27. Tage, 

die 8. ging ohne Krampfe, aber unter Lahmungserscheinungen 
am 38. Tage zugrunde. Die 4. schlieBlich zeigte auch am 
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42. Versuchstage noch keine deutlichen Krankheitserscheinungey: 
sie wurde an diesem Tage zum Zwecke der chemischen Unter. 
suchung, getitet. (Gewicht 304g, Temperatur 37,7°.) 

Von den mit Reis und Cholesterin gefiitterten Taube 
dieses 3. Versuches starb die 1. am 27. Tage, die 2. ay 
29. Tage, die 3. am 30. und die 4. am 34. Tage. Ebenso wie 
in den beiden friiheren Versuchen blieben auch hier die sim. 
lichen 4 Tauben frei von Krimpfen. 

Im ganzen starben also von den 12 'l'auben, die nur mit Rei 
gefiittert wurden, 8, nachdem sie typische Krampfanfiille gezeigt 
hatten, 4, ohne dab Krampfanfiille vorausgegangen waren, wiihrend 
von den 12 Cholesterinreistauben nicht eine einzige an Kriimpien 
erkrankte. Die Tiere gingen ohne weitere charakteristische Er. 


scheinungen unter allmihlich zunehmender Schwiche zugrunde & 


2. Biologisches Verhalten von normal gefiitterten Tauben bit 


Cholesterinverabreichung. 
Ich habe iibrigens auch Versuche angestellt, in denen ich 


Tauben mit Gerste, also einer Nahrung, die reichlich B-Vitamin & 
enthilt, fiitterte, ihnen auBerdem aber Cholesterin in ibnlichen & 
Mengen, wie bei mit Cholesterin und Reis gefiitterten Tieren, 


verabreichte. Die Tiere zeigten zwar niemals Krankheits F 


erscheinungen von anniihernd der gleichen Schwere wie die fy 


Cholesterinreistauben, immerhin aber einige sehr bemerken 
werte Abweichungen von der Norm: vor allem traten charak- 


teristische Anderungen ihrer Kérpertemperatur auf, welche — 


weit gréBere Schwankungen aufwies als sie in zahlreichen 
Messungen an normal gefiitterten Tauben beobachtet wurden. 


Kurze Zeit nach Beginn der Cholesterinfiitterung kam es “1 — 


einem Absinken der Temperatur von Ofters annihernd 2°, ja 
in einem Falle von mehr als 2° Dieser Periode des Al- 


sinkens, die meist etwa bis zum 6. bis 8. Tage der Cholesteri- : 
fiitterung andauerte, folgte in der Regel ein Wiederanstieg der F 


Temperatur bis zur anfinglichen Hohe, die etwa in der Mitte 


der 2. Versuchswoche wieder erreicht wurde. Bei lingerer 


Fortfiihrung der Versuche kam es zu erneutem Absinken det 
Temperatur, das nunmehr von deutlich erkennbaren Krankheits- 


Zipatirey 
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erscheinungen begleitet war. Die Tauben begannen nimlich 
schlecht zu fliegen und verlernten teilweise das Fliegen véllig; 
das Gefieder der Tiere wurde struppig. Wurde jetzt das 
Cholesterin fortgelassen, was in 2 Fallen geschah, so erholten 
sich die Tiere. Die Flugfahigkeit kehrte wieder, das Gefieder 
glattete sich, die Temperatur stieg zur Norm an. 
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In einem der beiden Faille wurde jetzt die Cholesterin- 
fiitterung noch ein zweites Mal vorgenommen, wobei im wesent- 
lichen das gleiche Ergebnis wie im 1. Versuch, sowohl in bezug 
auf die Temperatur wie auf die Beschaffenheit des Gefieders 
und die Flugfahigkeit, erzielt wurde. Ich gebe oben je zwei 
Beispiele des Temperaturverlaufs von Normaltauben und von 
Tauben, die bei normaler Ernihrung mit Cholesterin gefiittert 
wurden. 
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Von Lawazceck und von mir selbst sind schon friiher 
Cholesterinbestimmungen an einer Reihe von Organen normaler 
Tauben und entsprechende Vergleichsuntersuchungen bei Reis- 
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3. Chemische Befunde. 


Tabelle 
Normale 


Cholesteringehalt in Prozenten 
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tieren vorgenommen worden. Ich habe die friiheren Normal- 
versuche ergiinzt durch Cholesterinbestimmungen am Ovarium, 
der Nebenniere und am gesamten Augapfel, der nach einer 
neuerlich von v. Beznak?) verdffentlichten Untersuchung bei 
der Reisavitaminose kaum eine Anderung seines Gewichts er- 
leidet. 


Die von mir erhaltenen Werte sind in Tab. I zusammen- 
gestellt, aus der namentlich hervorgeht, daB in drei untersuchten 
Fallen der Cholesteringehalt der Nebenniere ein sehr dhnlicher 
war. Er schwankte nur zwischen 1,75°/, und 1,88°/,. Die 
auf Grund meiner friiheren Bestimmungen an anderen Organen 
ermittelten Durchschnittswerte sind ebenso wie die Durch- 
schnittswerte meiner neuen Bestimmungen in der letzten Hori- 
zontalreihe der Tabelle wiedergegeben. 





1) A. v. Beznak, Biochem. Zs. Bd. 141, S. 1 (1923). 
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Schon frither habe ich?) im AnschluB an die eben erwiihnte 
Arbeit von Lawazceck festgestellt, daB die bei der Reis- 
avitaminose der ‘l'auben auftretende Cholesterinvermehrung in 
den einzelnen Organen sehr verschieden stark ausgebildet ist. 
Frihzeitig tritt sie im Blute und in der Muscularis des Magens 








Hoden 









































auf und namentlich auch im Gehirn, wenigstens wenn man die 
Werte auf die Trockensubstanz berechnet, um spiterhin auch 
auf das Herz, die Milz, die Leber, das Pankreas iiberzugreifen. 
Hingegen zeigte sich in den bisherigen Untersuchungen an 
Niere und Hoden keine Vermehrung des Cholesteringehalts. 
In der Tab. II sind die Ergebnisse weiterer Cholesterin- 
bestimmungen an den Organen von Reistauben wiedergegeben. 
Sie bilden zum Teil nur eine Bestiitigung der von Lawazceck 
und mir selber friiher gemachten Beobachtungen, d. h. in 
simtlichen neu untersuchten Fiillen ist der Cholesteringehalt 








des Blutes, der in fiinf von Lawazceck und mir vorgenommenen 


Normalversuchen nur zwischen etwa 0,23°/, und 0,27°/, schwankte, 
wie in den friiheren Avitaminoseversuchen erhdht, wobei zum 
Teil noch héhere Werte als in den friitheren Versuchen er- a 
halten wurden. Am geringsten ist die Steigerung in Versuch 15, 7 


') K. Hotta, Diese Zs. Bd. 128, S. 85 (1923). . 4 
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Tabelle 
Reis. 


Cholesteringehalt in Prozentep 








: 4 & bea ee ee repay eo Fe) uv] 


Ver- | Proto- Ge- Ver- 
suchs- | koll- |Datum wutdenilel suchs-}| Blut 





; _ |Magen- 
— Laseeit musku-} Milz | Leber 
























































nummer] nummer dauer latur 

Versuchs- 

4 | VIL — 9 |23T¢.| 0,884] 0,167] — |o1se} — | — 
7 

5 IV — g |24Tg.] 0,755 | 0,222] — |og09] — | — 

6 Vv pr g¢ |24Te.| 0,380] 0,134] — | o24e] — | — 
- 19. IV. 

VI |'to03'| o& |28Tg.| 0,464 | 0,120 | 0,169 | 0,258 | — | 0,344 

Versuchs- 

6. VI. € 4 Fy mas 

8 IX | “yg ] 2 [29Tg-] 0,517 | 0,428 | 0,257 | 0,263 | — 

9 xt |®% VE} 9 Is: Te] 0,419 | 0,261 | 0,281 | 0,256 ‘“ 

. < 1923 ee : ? 960 —_ 

10 | VII gots Q 143 Te] 0,481 | 0,333 | 0,225 | 0292] — | — 

11 Xx peti, 9 |43'Tg.| 0,828 | 0,284] 0,280 | 0260] — | — 
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3s Btauben. 















































n i der frischen Substanz. i : 
gui si] ut ef ew fw | we 19 a 
t| | Hoden b Niere — Auge cal Gehirn Bemerkungen f i : 
—— . TRS Se ee i 
s-@ reihe I é 
Einmaliger Krampfanfall. : 
‘ = = 4 Von 430g Anfangs- es 
7 - = gewicht auf 270g ab- ery 
gemagert. a 
Nach mebrmaligen und ae 
| andauernden Krampf- fo 
a : “oe — — — anfillen Tod spontan. e 
Anfangsgewicht 365 g, ae 
Endgewicht 210 g. Fi Ro 
Einmaliger Krampfanfall. i 
me om = 7 whe ™ i Von 395g Anfangs- : 
gewichtauf Endgewicht 
249 g abgemagert. 
Einmaliger Krampfanfall. in i 
4 sed ea jes “ome _ — — Anfangsgewicht 422 g, | a 
Endgewicht 237 g. 
s- B reihe II. 
| — Krampfanfall. 
| , — — _— — 0,123 — a fe ie 822 g, 
Endgewicht 197 g. 
| 
| Einmaliger Krampfanfall. 
‘= — -— — 0,117 — —_ Anfangsgewicht 329 g, cf 
q Endgewicht 210 g. | at 
= 
| Durch Lihmung gestor- | 
} =~ _ _— 1,461 — — — ben. Anfangsgewicht 4 
384 g, Endgewicht 220g. i 
Lihmung. Anfangsge- 
i f= _ 1,359 | 0,136 _ = wicht 350 g, nd- t 
| | gewicht 217 g. q 
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Tabelle Ij 
OER ES Ee Gs 52 oS ES a ju 
Ver- | Proto- : Ver- >, Magen- | 
suchs- | koll- | Datum Bevel suchs- {| Blut nn eat musku-| Milz | Lebe| 
nummer] bummer dauer “| latur 
Versuchs. 
; 17. IX. 
12 a To Q |27Tg.} 0,431} — — 10277} — | - 
| 
. , 17. IX. - . 
13 XV ['isog | & [27 Tg.) 0,888) — > SEE - 
, 28. IX. — ; | 
14 XIE ["jo03'] 2 [38Te-1 0,362] — — lL ae 
15 | XT | 2%] a [a2 Te.[ 0,815] 0,108 | — | 0,135} — | 0,40 
































wo der Cholesteringehalt des Blutes 0,31°/, betrug. Ich werde 
auf diesen Versuch noch zuriickzukommen haben. Ebenso 
regelmafig wie im Blute ist in Ubereinstimmung mit fritheren 
Versuchen die Vermehrung in der Magenmuskulatur vor- 
handen. Sie findet sich fast immer auch im Brustmuskel; 
nur in dem eben erwihnten Versuch 15 ergab der Brust- 
muskel einen véllig normalen Wert. Im Herzen erreichte die 
Cholesterinvermehrung auch in meinen neuen Versuchen, wo 
sie iiberhaupt vorhanden war, keinen sehr hohen Grad und 
trat itiberhaupt erst bei liingerer Versuchsdauer in Erscheinung, 
An der Leber habe ich nur zwei neue Versuche angestellt, 
einen nach 28tigiger (Versuch 7) und einen zweiten nach 
42tagiger (Versuch 15) Reisfiitterung; in beiden Fallen sind 
die gefundenen Werte nicht héher als normal. Die am Auge 
vorgenommenen Cholesterinbestimmungen kann ich kurz iiber- 
gehen. Sie lieferten an den Reistieren das gleiche Ergebnis 
wie unter normalen Verhiltnissen. 
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1 Fortsetzung). a 
ie li ut_tue > el wt me 19 | 
Ova- . Neben- Pan- , : be bea 
Hoden | sum Niere |" iere Auge kreas | @ebirn Bemerkungen i le, 
reihe III. N 
13. ae 
Einmaliger Krampfaniall. fe 
| ° ee - 1,121 “se — _ Anfangsgewicht 315 g, ey 
3 | Endgewicht 230 g. = 
| | Krampfanfall. Anfangs- u 
— ea _ 0,838 —_ aes a gewicht 471 g, End- #4 
| gewicht 278 g. f | 
| { Laihmung. Anfansge- ei 
| - si a “a * swe —_ wicht 383g, Endgewicht aa 
| 210 g. 
,Getdtet. Anfangsgewicht 
453 g. Vor dem Tod ae 
Gewicht 304g. Tem- oe 
Se ee we 2,575 _— 0,441 | 1,163 |, peratur 37,7°. Pupille aes 
. klein, fliegt etwas ee 
schwer, sieht sehr gut oe 
aus. Py. 
Hingegen erscheinen die in der Nebenniere erhaltenen Be 


Resultate besonders bemerkenswert. 


Tabelle IIL. bo 


Cholesteringehalt in Prozenten der frischen Substanz in Nebennieren. 














1 | 2 | 3 
Normale Tauben | Reistauben Cholesterinreistauben , ft 
1 1,813 10 1,461 20 | 2,284 : 
2 1,753 11 1,359 23 2,521 
8 1,879 12 1,121 24 2,008 ac 
13 0,838 25 {| 2,288 | 
15 |} 2,575 27 2,016 








Ich habe die an Normaltieren und an nur mit Reis 4 
gefiitterten Tieren gewonnenen Ergebnisse in den Reihen 1 und 2 
der Tab. III zusammengestelit, wihrend sich in der 3. Reihe 
die an den mit Reis und Cholesterin gefiitterten Tauben er- we 
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haltenen Zahlen betinden. Wie man sieht, ist gegeniiber den 
fast gleichartigen drei Normalwerten, die zwischen 1,75°/, und 
1,88°/, liegen, bei samtlichen Reistieren mit Ausnahme des 
Versuchs 15 eine deutliche Verminderung des Cholesterin- 
gehalts der Nebenniere eingetreten, besonders stark in Versuch 13, 
wo nur 0,84°/, gefunden wurde. Das abweichende Verhalten 
in Versuch 15 ist um so bemerkenswerter als es sich hier um 
eine Taube handelt, die trotz 42tiigiger Reisfiitterung noch 
keine wesentlichen Krankheitserscheinungen zeigte, um dieselbe 
mehrfach erwahnte Taube iibrigens, bei der auch der Chole- 
steringehalt im Blute nur wenig angestiegen war und die 
Brustmuskulatur keine Cholesterinvermehrung aufwies. Das Tier 
fraB gut, hatte aber stark an Gewicht verloren, seine Temperatur 
war unternormal (37,7°) und seine Flugfihigkeit vermindert, 
jedoch noch nicht véllig verloren gegangen, im Gegensatz zu dem 
sonst immer nach so langer Versuchszeit beobachteten Verhalten. 
Ich tétete das Tier, weil es trotz der lange fortgesetzten Reis- 
fiitterung sich in ungewodhnlich gutem Zustande befand. 

Die Tatsache, daB die Nebenniere das einzige Organ ist, 
in dem bei der Reisavitaminose sich ausgesprochene Chole- 
sterinverminderung findet, wihrend in den meisten iibrigen 
Organen eine deutliche Cholesterinvermehrung vorhanden 
ist, erscheint an sich gewiB bemerkenswert; und namentlich 
ist es auffallig, daB in dem vereinzelten Falle, in dem Reis- 
fiitterung trotz 42tagiger Dauer zu keinen schweren Krank- 
heitserscheinungen gefiihrt hatte, statt der Cholesterinvermin- 
derung eine betrichtliche Cholesterinvermehrung in der Neben- 
niere eingetreten war. 

In den siimtlichen Versuchen, in denen ich den Tieren 
neben Reis Cholesterin verabreicht hatte (Reihe 3 der Tab. IIT) 
war im Gegensatz zum Verhalten der iiberwiegenden Mehrzahl 
der reinen Reistiere eine deutliche Vermehrung des Chole- 
sterins nachweisbar. 

Die Rolle der Nebenniere bei Mangel an Vitamin B wird 
in einer kirzlich erschienenen Arbeit A. v. Beznaks!) erértert. 


1) A. v. Beznak, Biochem. Zs. Bd. 141, S. 1 (1923). 










m4 
t 


: folgende: 
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"Auch er stellte ein Verhalten dieses Organs fest, das dem 
c der Mehrzahl der andern Organe entgegengesetzt war: wihrend 
> pamlich das Pankreas, die Thyreoidea, die Leber, der Magen 
‘stark an Gewicht abnahmen, fand v. Beznak in Bestitigung 
“eines Befundes von Mc. Carrison eine Vergréferung der 
"Nebenniere auf das 2—3fache. Er stellte fest, daB diese 
"Hypertrophie nicht bei reiner Inanition eintritt, wenn man 
" geringe Hefemengen als Vitaminquelle zufiihrt. Der Adre- 
“nalingehalt der Nebenniere war in v. Beznaks Versuchen 
' vermindert, ihnlich wie in den meinigen der Cholesterin- 
pcehalt. 


Ich habe an den gleichzeitig mit Cholesterin und Reis 


Sernihrten Tieren auSer den eben geschilderten Untersuchungen 
“der Nebenniere auch solche an zahlreichen andern Organen 


vorgenommen. JDiese Versuche, deren Ergebnisse aus der 


nachstehenden Tabelle IV ersichtlich sind, ergaben ihnliche 


Befunde, wie ich sie an den nur mit Reis gefiitterten Tieren 


: gewann, nur war die Vermehrung des Cholesterins zum Teil 
“noch ausgesprochener, so namentlich im Blute und in der 
' Leber, wo mehrfach Cholesterinwerte von iiber 1°/, gefunden 
wurden, wahrend der hichste bei reiner Reisavitaminose von 


mir beobachtete Cholesteringehalt der Leber weniger als 0,7°/, 


; betrug. Ganz auffillig stark war auch die Cholesterin- 
, vermehrung im Hoden, wo ich in finf untersuchten Fillen 
Werte zwischen 1,1°/, und annihernd 1,8°/, fand, wahrend 
: die bei ausschlieBlicher Reisfiitterung erhaltenen Werte nicht 
> hoher als die an normalen Tieren gewonnenen waren, deren 
: héchster 0,9°/, betrug. Die Niere und das Auge lassen einen 
> Anstieg ihres Cholesteringehalts iiberhaupt vermissen. 


Zusammenfassung. 


Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind 


1. Im AnschluB au den friiher von Lawazceck und auch 
von mir erhobenen Befund, daB bei der Reisavitaminose der 


: Tauben in zahlreichen Organen eine starke Vermehrung des 

























































































16 Kazuo Hotta, i 
Tabel 
Cholesteygmst 
Cholesteringehalt in Proze,fat 
1 2 3 | 4 SEV ES EA ES ECE 
Ver- | Proto- Ver- Magen- 4 
Ge- Brust- | Herz- ' Bader 
sushe- koll- : pata schlecht suchs-| Blut muskel}muskel musku-} Milz | Legume’ 
nummer} numiner dau latur | 
Versuchmene 
y 19. IV. Qo0rlN m 9OR 9 | BG 
16 XIX 1923 oe 28 Tyg.} 0,513 | 0,414 — 0,335 | 2,483 | 0 
J ' 
: 20. IV. , a SAR oe aia 
17 XVII 1993 2 29 Tg.] 0,770 | 0,236 | 0,262 | 0,369 | 2,777 1 03 
ig | xvi 72-1. 31Tg.| 0,712 | 0,285 | 0,270 | 0,289 | 2,609 | 1, 
; 1923 ? ' t ? 9600 6 p25) | 2,009 | 1a 
19 XVI 4. V. $3 To. 1 0.746 1 338 ).20 0.341 | 2.562 | 0: : 43 
D 1923 ro @.1 0,746 | 0,338 7 0,208 41 J 2,562 | 64 
Versuch gh 
20 | XXIE|“tY'} g  [23Tg.} 0,553 | 0,199 | 0,208 | 0,261 | 1,293 | 04 | 
21 XXI — af 136 Tg.} 0,409 | 0,186 | 0,226 | 0,265 | 1,699 | 0.1 # 
22 | Xx { #NT] a [37Tg.] 0,798 | 0,875 | — | 0,279 | 2,581 | 1 
23 XX —— Q j42Tg.} 0,872 | 0,436 | 0,351 | 0,287 | 2,476 | 03 
Versuch re he 
| fe. 
24 | XXV poy Q@ {27Tg 10,657 | 0,142 | 0,193 | 0,209 2,068 | 0 F F 
! aM 
25 |xxvuit|!9.1X 29 Tg.| 0,692 | 0,258 | 0,211 12,318 | 12 
5 |XXVIT) i993] F429 Te.) 0,602 | 0,258 | 0,168 | o,211 | 2,818 | 
26 =| xxiv [7% 30 'Tg.| 0,565 | 0,295 | 0,218 | 0,224 10 
1923 ey oY £G-T MOUs 99 7 Y, ’ ae 
9 ha tae Oa 24, Ex. ¢ r onc or ¢ (V8 
27 | XXVI|"Tog | ot 134Tg-| 0,861 | 0,278 | 0,250 | 0,192 | — | 0 
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9 | 13 uF we, w FT i 18 19 
Ova- | x; Neben Pan- as ; 
den} iam Niere | iere | A¥S® | kreas Gehirn Bemerkungen 
he I. 
06 | — | 0,545 é 0,134 | 0,497 | 1,520 ag cory ig 5: 
: 5 P 
‘ - | o,93 | — | 0,115 | 0,482 | 1,595 | ens 108. : 
e . 5 ‘ Anfangsgewicht 360 g, 
: ad il my ; Va | Le iediowlaht 192 g. . 
as | en — | 0,116 | 0,569 | 1,513 ay oe. 5: 
Be to) ad . 
@ihe Il. 
Pupille normal. Anfangs- 
1,666 | 0,482 | — | 0,145 | 0,685 | 1,339 gewicht 380 g, End- 
gewicht 223 g. 
;, : “ Anfangsgewicht 365 g. 
ee 0,511 ve 0,113 | 0,461 | 1,364 Endamcieht 232 g. g 
| Schon am 8.'Tag Pupille 
- 0,495 | 2,284 | 0,135 ]| 0,680 | 1,507 grok. Anfangsgewicht 
| 500 g, Endgewicht 195g. 
> —— a ~~ Anfangsgewicht 319 g, 
: 140 | 0,675 | 2,521 | 0,191 | 0,506 | 1,597 Badiaakell: 100te 
Fy a 5° 
q { Pupille groB, normal. 
2); — 0,550 | 2,008 — 0,469 | 1,314 Anfangsgewicht 404 g, 
F | Endgewicht 233 g. 
4 Oe = : eal Anfangsgewicht 438 g¢ 
1,46 25 | 2.28: it S8g g: 
F 3x00 0,6 ov ; 83 0,467 1,570 Endgewicht 209 g. 
, Anfangsgewicht 314 g, 
; = ; Endgewicht 193g. An 
7 7 ical Tl ae se ae tag ge- 
a gelitten. 
F - ae , Anfangsgewicht 488 g 
om 0,46 2,0 ~- °? 
i or sia orn 5 hee or 239 g. 
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Cholesterins auftritt, wurde untersucht, ob durch Beifiitterung 
von Cholesterin der Verlauf der genannten Avitaminose beein. 
fluBt wird. Es zeigte sich in der Tat, daBf durch Cholesterin- 
zufuhr das Krankheitsbild der Taubenberiberi véllig ab. 
geindert wird. 

2. Steile und starre Kérperhaltung, sowie Pupillenerweite. 
rung sind die augenfalligsten Erscheinungen, die an derartigen 
Tieren auftreten. Der wichtigste Unterschied in ihrem 
Verhalten gegeniber nur mit Reis gefiitterten Tieren 
besteht aber darin, daB sie niemals von Krimpfen 
befallen werden. 

3. Dabei handelt es sich keineswegs darum, daB das Auf- 
treten der Avitaminose tiberhaupt durch Cholesterinfiitterung 
verhindert wird, nur der Verlauf der Erkrankung unterscheidet 
sich véllig von dem gewohnten Bilde. 

4, Die Fortfiihrung schon friiher begonnener chemischer 
Untersuchungen zeigte vor allem, daB die Nebennieren im 
Gegensatz zu samtlichen iibrigen untersuchten Organen bei 
der Reisavitaminose eine deutliche Verminderung _ihres 
Cholesteringehalts erleiden. Nur in einem Falle, in dem trotz 
42tigiger Dauer der Reisfiitterung nur geringfiigige Krankheits- 
erscheinungen eingetreten waren, fand sich keine Verminderung, 
sondern eine deutliche Vermehrung des Nebennierencholesterins, 
waihrend gerade in diesem Versuch in den iibrigen unter- 
suchten Organen die Cholesterinvermehrung nur wenig aus- 
gesprochen war. 

5. Bei gleichzeitiger Fiitterung von Reis und Cholesterin 
tritt die eben genannte Verminderung des Cholesteringehalts 
der Nebennieren nicht auf, im Gegenteil eine Vermehrung. 

6. Auf die iibrigen Befunde, sowie namentlich auf ihre 
theoretische Erérterung kann hier nicht nochmals eingegangen 
werden. 
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Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
IV. Mitteilung,) 

Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Spontanoxydation 
der Blausiure an ,,Brennorten“ und auf die Sauerstoffverbrauchs- 
kurve von Gewebe bei Cyankalivergiftung. 

Von 
Philipp Ellinger. 


Mit 3 Kurven im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegauger am 5. Februar 1924.) 


In eimer etwa vor Jahresfrist erschienenen Mitteilung!) 
hatte ich gemeinsam mit M. Landsberger gelegentlich einer 
Untersuchung iiber die Rolle des Kisens bei der Zellatmung 
das Verhalten von Blausiure an verschiedenen atmenden Ge- 
weben und an als Atmungsmodellen benutzten Kolioidsuspen- 
sionen gepriift. Wir hatten feststellen kénnen, da8 Blausdure 
sowohl an Tierkohle, wie auch in den von mir in einer friiheren 
Arbeit”) als Atmungsmodell beschriebenen Zelltriimmern von 
Ginseerythrocyten und an ausgewaschener Froschmuskulatur 
in nicht unerheblichem MaBe unter Sauerstoffaufnahme zer- 
stért wird. Ebenso war ermittelt worden, daB zunehmende 
Blausiurekonzentrationen den Sauerstofiverbrauch atmenden 
Gewebes und des Systems: Tyrosin-Tierkohle, zunichst in 
wachsendem MafSe hemmen, und da8 die Sauerstoffzehrung, 
wenigstens bei der von uns ausschlieBlich gewahlten Tempe- 


ee ea RE 


") Ph. Ellinger u. M. Landsberger, Diese Zs. Bd. 123, S. 246 
(1922). 
*) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 119, S. 11 (1922). 
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ratur von 37—40°, nach Erreichung eines Minimums wit 
weiter aunsteigender Blausiurekonzentration, ohne auf dey 
Nullpunkt abzusinken, wieder betrichtlich in die Hohe geht. 
Mit unseren tatsichlichen Feststellungen an atmendem Gewebe 
sind wir in Ubereinstimmung mit den Befunden von Lipschity 
und Gottschalk"), die diese mit Hilfe einer anderen Methode 
gewonnen haben. Hinsichtlich der Deutung glaubten wir im 
Gegensatz zu den letztgenannten Autoren den zweiphasigen 
Verlauf der Sauerstoffverbrauchskurve so auffassen zu miissen, 
daB in ihr zwei einander entgegengesetzte Prozesse zum Aus- 
druck kimen, einmal die Hemmung der Gewebsatmung, bzw. 
der Oxydation von ,,Brennmaterial“ an ,,Brennorten“ durch 
Blausiure, zweitens die Verbrennung der Blausiure selbst an 
dem Gewebe oder an der Tierkohle. Als Versuchsobjekte fiir 
atmendes Gewebe wurden stets Ginseerythrocyten benutzt, und 
nur, um auch noch eine andere Gewebsart heranzuziehen, in 
einem Falle eine Aufschwemmung von Froschmuskulatur ver- 
wandt. Da fiir die Vogelblutzellen die optimale Temperatur 
37—40° betragt und auch die Oxydationsvorginge am Modell 
bei dieser Temperatur gréBere Ausschlige zeigen, wurde stets 
bei dieser Temperatur gearbeitet, also auch die Froschmusku- 
latur bei 38° untersucht, obwohl fiir sie Temperaturen iiber 30° 
schidlich wirken. Es kam uns aber nicht auf den normalen 
Sauerstofiverbrauch unbehandelter Muskulatur, sondern lediglich 
auf sein Verhalten gegeniiber steigenden Blausiurekonzentra- 
tionen an. 

Diesen letzterwahnten Versuch an Froschmuskulatur hat 
nun in einer unlingst erschienenen Arbeit O. Meyerhof?) auf- 
gegriffen und gegen ihn eine Anzahl Kinwinde erhoben. Er 
spricht den Vorwurf aus, wir hitten aus folgenden Griinden 
,unter ganz unphysiologischen Bedingungen“ gearbeitet. Wir 
hitten im Verhaltnis zur angewandten Muskelmenge zu wenig 
Nahrlésung verwandt, als Nihrlésung die schidliche Ringer sche 
Lésung gebraucht und endlich bei einer zu hohen Temperatur 





') W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Pfliigers Arch. Bd. 191, 5. ! 
(1921). 
*) Otto Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 200, 8. i (1923). 
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gearbeitet. Die Muskulatur in unserem Versuche hatte infolge- 
dessen eine etwa 30mal zu niedrige Sauerstofizehrung gezeigt. 
An dem ersten Kinwand triigt eine mifverstindliche Darstellung 
unserer Versuchsprotokolle die Schuld. Meyerhof konnte da- 
nach annehmen, da& wir 2 Gramm Muskel verwandt hiitten. 
In der Tat haben wir in dem fraglichen Versuch VII die zum 
Versuch gebrauchte Muskelmenge als ,,2,0 Muskulatur“ an- 
gegeben, aber wie bei den Versuchen mit Erythrocyten- 
aufschwemmungen und Zelltriimmersuspensionen (II, II, V1) 
unter ,,0,8 Zelltrimmer®* oder ,,1,0 Blutkérperchen® nicht 0,8 
baw. 1,0 oder 2,0 g der betretfenden Substanz verstanden, 
sondern das entsprechende Volum Aufschwemmung in Kubik- 
zentimeter. Im Gegensatz hierzu haben wir dort, wo Gramm ge- 
meint waren, wie bei der gut abwagbaren Tierkohle in Versuch IV 
und V ausdriicklich ein ,e“ zugefiigt. In Versuch VII be- 
nutzten wir eine ungefihr 10°/,ige Aufschwemmung fein- 
geschnittener Muskulatur, die wir mit Hilfe einer weiten 
Pipette abmaBen.') Da auf die absoluten Werte kein Gewicht 
gelegt wurde, wurde es unterlassen, darauf hinzuweisen, daB 
unter ,,2,0 Muskulatur“ 2 ccm Muskelaufschwemmung gemeint 
war. Da aber das Mifverhiltnis zwischen 2 g Gewebe und 
1 ccm Suspensionsfliissigkeit so groB ist, daB bei der be- 
schriebenen Versuchsanordnung ein nur einigermaBen brauch- 
bares Resultat nicht erzielt werden kann, hielten wir ein 
MiBverstiindnis fiir ausgeschlossen. Die Sauerstoffversorgung 
war daher fiir die kleine Muskelmenge villig ausreichend. 
Der von Meyerhof fiir die entsprechende Muskelmenge bei 22° 
in ,unschidlichem Milieu“ gefundene Wert der Sauerstoff- 
zehrung ist also nicht 30mal, sondern nur etwa 3mal gréBer 
als der von uns bei 38° beobachtete. Weiterhin betrachtet 
Meyerhof die Verwendung von Ringerscher Lésung als 
schwere Schidigung; nun wurde die Ringerlésung lediglich zum 
Verdiinnen der Blausiure benutzt, die Aufschwemmung der 
Muskulatur erfolgte dagegen in Thunbergscher Phosphatlésung. 


') Auch in Versuch VIII wurde eine etwa 10°/,ige Aufschwemmung 
von gewaschener Muskulatur angewandt. 
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1 4 Philipp Ellinger, 

Ks bleibt also von den Meyerhofschen Eimwiinden nur die 
Schidigung durch die hohe Temperatur, die wir bewubt aus 
den oben angefiihrten Griinden mit in Kauf genommen haben. 
Meyerhof selbst sah nun bei einer Blausiurekonzentra- 
tion von 2 Millimol Liter eine Herabsetzung der Froschmuskel- 
atmung um 95°/, und konnte in seiner Versuchsanordnung: 
Unschiidliches Milieu, hinreichende Sauerstoffversorgung und 
Temperatur von 22°, bei einer Konzentration von 5—10 Millimol 
Blausiure einen Sauerstoffverbrauch iiberhaupt nicht mehr 
nachweisen. Da Meyerhof die Richtigkeit unserer Versuchs- 
ergebnisse, aus denen wir auf eine Spontanoxydation von Blau- 
siure an Gewebe schlieBen muBten, ,,dahingestellt sein abt 
und keinen Versuch macht, seine und unsere Befunde mit- 
einander in Beziehung zu setzen, ist die vorliegende Unter- 
suchung dazu bestimmt, den scheinbaren Widerspruch zwischen 
den Angaben Meyerhofs und unseren Ergebnissen zu kliren. 

Zu diesem Zwecke muBten drei Fragen beantwortet werden. 
Welches ist die Temperaturabhingigkeit der Spontanoxydation 
von Blausiure an ,,Brennorten“? Wie beeinfluBt die Tempe- 
ratur die Atmung unbehandelter Froschmuskulatur? Und 
endlich: In welcher Weise veraindert die Temperatur die 
Resultate dieser beiden Komponenten, die Sauerstoffverbrauchs- 
kurve von Froschmuskulatur bei steigenden Blausiurekonzen- 
trationen? 

Die Priifung der ersten Frage wurde an Tierkohle vor- 
genommen, weil sie besser abzuwigen und leichter zu hand- 
haben ist als Erythrocytenzelltrimmer oder ausgewaschene 
Froschmuskulatur. Die mit ihrer Hilfe gewonnenen Werte 
sind daher wesentlich genauer und besser miteinander ver- 
gleichbar. Ich benutzte eine Mercksche Blutkohle von sehr 
hohem Oxydationsvermégen. Die Versuchsanordnung schlob 
sich den in meinen friiheren Arbeiten beschriebenen eng an. 
Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte in Barcroft- 
schen Manometern mit einem gegeniiber dem von Warburg 
und Negelein') angegebenen geringfiigig abgeiinderten Modell. 





i) V. Warburg u. Negelein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 67 (1920). 
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| Die Blutkohle wurde in so grofen Mengen angewandt, dab sie 
‘im Verhiltnis zu den gré8ten zur Verbrennung kommenden 
' Blausiuremengen noch im Uberschu8 war. Die gebrauchten 
» absoluten Mengen beider Komponenten waren so groB, dab 


schon bei kurz dauernden Versuchen deutliche Manometer- 
ausschlage erhalten wurden. Ich ging in allen Versuchen so 
yor, daB das Einbringen von Tierkohle und Cyankalilésung in 
die OxydationsgefaBe innerhalb 3—5 Minuten erfolgte, dann 
wurde, nach Einsetzen der GefaifSfe in den Thermostaten genau 
10 Minuten gewartet, das Manometer abgeschlossen, und nach 
dreiBig weiteren Minuten der Sauerstoftverbrauch abgelesen. 
Um eine méglichst groBe Genauigkeit zu erzielen, stellte ich 
bei derselben Temperatur je 4—6 Parallelversuche mit allen 
untersuchten Blausiurekonzentrationen an. Die in Tabelle | 
angegebenen Werte stellen den Durchschnitt aus der Summe 
aller gefundenen EKinzelergebnisse dar. Als Suspensionsfliissig- 
keit diente ein isotonisches Phosphatgemisch von p;; 7,2, um 
Anderungen der Wasserstoffkonzentration durch Verbrennungs- 
produkte auszuschalten. Das Cyankali war mit Essigsiure 
neutralisiert und der Blausiuregehalt der Lésung durch Titration 
nach Volhard ermittelt. 

Die Ergebnisse der Versuche, die in nachstehender Tabelle I 
und Kurve 1 niedergelegt sind, zeigen, da8 bei gleicher Tempe- 
ratur der Sauerstoffverbrauch fast linear mit der Konzentration 
ansteigt. Die Oxydationsgeschwindigkeit nimmt mit steigender 
Temperatur zu. Die Zunahme betragt fiir 10° Temperatur- 
differenz in dem untersuchten Intervall von 20—40° zwischen 
90 und 100°/,. 

Um die Abhingigkeit der Atmung der Froschmuskulatur 
von der Temperatur zu bestimmen, wurden Oberschenkelmuskeln 
frisch getéteter Esculenten mit der Schere und dem Wiege- 
messer fein zerschnitten. Von diesem Brei wurden je 300 mg 
schnell abgewogen, in die OxydationsgefiBe gebracht und mit 
3 ccm Suspensionsfliissigkeit (Phosphatgemisch von p,, 7,2) iiber- 
gossen. Auch hier wurde nach Einbringung der GefaBe in 
den Thermostaten 10 Minuten zum Temperaturausgleich ge- 
wartet. 80 Minuten nach dem AbschlieBen der Manometer 

















Tabelle L.?) 




















i> | 2 3 
: KCN konz. O,-Verbrauch in Kubikmillimeter pro 30 Minuten bei 
System in Millimol 
pro Lite 20° | 25° | 30° | 35° | 40° 
= ATCT LC CT AA A TEA TEC — a TT Setnarinabunaueenapepeineeeeieteee ane _ a 7 : * = oon eras sateen ; en — — 
40 mg | 3 cem Phos- 8,75 2,8 4,0 | 5,8 8,4 | 11,1 
Tier- | phatgemisch (Z=5, Ma=4,2, | (2=4, Ma=49, | (Z=6, Ma=7,6, | (Z4=4, Ma= 10,6, | (Z = 6, Ma = 13,7, 
i = 0,9) Mi = 3,4 Mi = 4, i= 6, i= 9,2 
kohle mit KCN Mi = 0,° 4) 1) Mi = 6,0) | Mi = 9,2) 
a * | $9 7,5 5,2 | 7,9 11,9 17,5 21,6 
bs (Z=5,Ma=7,9,| (Z=4,Ma=96, | (4=6, Ma=13,6,| (2 =4, Ma=19,9, | (Z =6, Ma = 24,1, 
ED Mi = 3,1) Mi = 6,1) Mi = 9,7) Mi = 15,1) | Mi = 19,5) 
: : 
— os 2 15,0 11,3 | 14,0 | 24,1 31,9 | 39,4 
S| (Z=5, Ma=13,6, (Z=4, Ma=15,9,, (24 =6, Ma = 26,8, | (Z = 4, Ma = 35,2, | (24 =6, Ms = 43,9, 
= Mi = 9,9) | Mi = 12,9) | Mi = 21,9) Mi = 28,9) | Mi = 36,8) 
7 | | 
= -/ 37,5 28,1 35,4 | 58,2 88,8 | 103,2 
— | (24=5, Ma= 82,2,| (2=4, Ma= 40,2,; (2 =6, Ma = 63,7, |(Z = 4, Ma = 10,9, | (2 =6, Ma = 115,2, 
ry | Mi = 24,9) Mi = 31,8) Mi = 51,2 Mi = 80,1) | Mi = 92,8) 
aed “ 75,0 54,0 | 17,5 | 105,9 145,9 | 197,2 
| (Z= 5, Ma =61,2,/ (2=4, Ma=§6,9, ‘2 =6, Ma = 118,2,| (Z = 4, Ma = 1598, | (Z = 6, Ma = 211,4, 
Mi = 49,7) Mi = 71,2) Mi = 94,1) Mi = 133,2) Mi = 183,1) 
| | 
' | | 
a - 150,0 108,9 150,1 | 202,6 292,38 | 389,2 
| (Z = 5, Ma = 119,1, | (Z = 4, Ma = 123,0,! (Z = 6, Ma = 218,5,| (Z = 4, Ma = 311,2, | (2 =6, Ma = 422,7, 
Mi = 99,2) Mi=140,7) | Mi = 186,3 Mi = 277,3) | Mi = 861,3) 





*) Die eingeklammerten Zahlen in Spalte 3 geben iiber die Zahi der Versuche und iiber die Streuung Auskunft, 
Z bedeutet die Zahl der Versuche, Ma den héchsten, Mi den niedrigsten gefundenen Wert des Sauerstoffverbrauchs. 
Von einer Fehlerberechnung wurde im Hinblick auf die geringe Versuchszahl Abstand genommen. 
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_ Kurve 1. Sauerstoffverbrauch von KCN an Tierkohle bei 20—40° in 30 Minuten. 
: Abscisse: KCN-Konzentration in Millimol pro Liter. 


Ordinate: Sauerstoffverbrauch in cmm., 


wurde der Sauerstoffverbrauch abgelesen. Die angegebenen 
' Werte stellen den Durchschnitt von vier bis sechs gefundenen 
» Werten dar. 

Die Resultate, die aus der nachstehenden Kurve 2 und aus 
'der obersten Reihe der umstehenden Tabelle II ersichtlich 
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Tabelle Il.) 
i 2 3 
System pag ae) 0,-Verbrauch in Kubikmillimeter pro 30 Minuten bei 
1 
pro Liter 20° | 25° | 30° | 385° | 40° 
SonenteenreaanaiopeeeondganutNaNstaeresnisoantsioneee=eanet ——_ = ~— = j = —_ — — gender eae ae anna ——— ee 
300 mg | 8 cem : Pee. 0 49,1 | 60,0 83,7 10,7 29,9 
kel | phateemisch (Z =6, Ma =61,5, | (2=4, Ma = 73,2 = 6, Ma = 109,5,| (z = 6, Ma = 107,2,| (2 =6, Ma = 41,2, 
Muske Pat KCN Mi=422)''| Mia491) eae 60,2) Mi = 46,3) ” Mi = 23,6) 
- *. 1,12 14,2 | 20,8 26,6 23,9 11,3 
(Z=6, Ma=18,2, | (Z2=4, Ma=27,2, | (Z=6, Ma = 92,4, | (2 =6, Ma =25,7, | (4=6, Ma = 14,3, 
Mi = 6,3) Mi = 10,9) | Mi = 16,3) Mi = 17,2) Mi = 7,6) 
' | 
Sa = 2,25 5,4 14,1 | 17,4 14,4 9.8 
(Z=6, Ma=92, | (2=4, Ma=2028, | (2=6, Ma= 23,6, | (Z = 6, Ma = 23,2, | (2 =6, Ma = 12,7, 
Mi = 2,1) Mi = 7,2) | Mi = 11,2 | Mi = 7,4) Mi = 8,3) 
i ‘ 4,5 0,7 0,4 | 4,9 | 7,9 11,2 
(Z=6,Ma=28, | (Z=4,Ma=3,7, | (Z=6, Ma=94, | (Z=6, Ma=14,3, | (2 =6, Ma = 16,8, 
Mi =— 0,9) Mi=-0,8) | Mi = 1,3) | Mi = 2,4) Mi = 10,2) 
- ‘ 9,0 4,2 6,3 | 9,3 | 12,7 22,5 
(Z4=6, Ma=7,2, |) (Z=4, Ma=8/4, | (Z=6, Ma=11,6, | (Z=6, Ma = 15,2, | (Z=6, Ma = 20,4, 
Mi = 2,5) Mi = 5,0) Mi = 6,3) Mi = 10,1) Mi = 20,2) 
oy 4 : 22,5 8,9 13,8 18,3 | 23,8 33,5 
(Z = 6, Ma = 14,1, =4, Ma=17,1, | (2=6, Ma= 21,2, | (Z =6, Ma = 33,2, | (Z =6, Ma = = 46,2, 
Mi = 5,1) Mi = 9,8) Mi = 13,7) |" Mi = 16,1) Mi = 24,3) 
eo rs 45,0 16,2 ! 22,9 | 34,1 52,0 57,6 
| (Z = 6, Ma = 22,2, | (24 =4, Ma = 30,7, | (Z=6, Ma= 45,6, | (Z =6, Ma=65,1, | (Z=6, Ma = 79,5, 
Mi = 9,9) | Mi = 14,1) | Mi = 26,9) | Mi = 39,7) Mi = 41,2) 
a ‘ 90,0 30,4 ! 42,8 64,6 93,4 108,9 
(Z-: 6, Ma = 42,8, | (Z=4, Ma=66,7 | (2 =6, Ma = 89,6, | (Z = 6, Ma = 120,4, |(Z = 6, Ma = 139,2, 
Mi = 19,4) Mi = 30,1) | Mf = 50,8) | Mi = 76,9 Mi = 79,9) 





Vgl. FuBnote bei Tabelle I. 
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Bind, lassen zwischen 20 und 30° einen Anstieg der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit der Muskelzellen erkennen; bei weiterer 
100 
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a Kurve 2. 
| _ Sauerstoffverbrauch von 300 mg Froschmuskulatur in 30 Minuten bei 20—40°. 
3 Abscisse: Temperatur in °C, Ordinate: Sauerstoffverbrauch in cmm. 
t 


“Temperaturzunahme auf 35° nimmt der Sauerstoffverbrauch 
ab, um bei weiterem Anstieg auf 40° sehr steil auf etwa ?/, 
der Werte bei 20° abzufallen. Auch bei ganz kurz dauernden 
Versuchen konnte eine Steigerung der Oxydationsgeschwindig- 
pci iiber die bei 380° hinaus bei héheren Temperaturen nicht 
H " Hestgestellt werden. Wenn sie iiberhaupt statthat, muB sie 
schon wihrend der fiir den Versuch verlorenen Zeit des 
i Temperaturausgleichs zum Erléschen kommen, Dieser Abfall 
: der Oxydationsgeschwindigkeit der Froschmuskulatur bei Tem- 
peraturen von tiber 30° kann auf einer Veriinderung der Zell- 
| struktur oder auf einer Anhiufung giftiger Stoffwechselprodukte 
bei héheren Temperaturgraden beruhen. Da8 zum mindesten 
pein Teil dieser Erscheinungen auf die erstere Kinwirkung 
‘zuriickzufihren ist, beweist der Umstand, daB auch die Zu- 





é 


‘nahme der Blausiureverbrennung an der Muskulatur zwischen 
535 und 40° weit geringer ist als an der Tierkohle. 

' Was schlieBlich die Temperaturabhingigkeit der Sauerstoff- 
verbrauchskurve von atmender Muskulatur bei verschiedenen 
 Blausiiturekonzentrationen anlangt, so wurden ihre Werte auf 
‘dieselbe Weise gewonnen wie die Werte fiir Atmung nicht 
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behandelter Muskulatur. Hier wurde der Suspensionsfliissie. 
keit Cyankali in verschiedenen Mengen zugesetzt. Die .). 
gegebenen Werte sind wieder Durchschnittswerte von vier js 
sechs Versuchen. 

Tabelle I1 und Kurve 3 enthalten die Ergebnisse. §j 
zeigen bei allen Temperaturen zweiphasige Kurven. Der a). 
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Kurve 3, Sauerstoffverbrauch von 300 mg Froschmuskulatar in 30 Minuten bei 20—40'F 


und verschiedenen KCN-Konzentrationen im Millimol. 
Abscisse: KCN-Konzentration in Millimol pro Liter. 
Ordinate: Sauerstoffverbrauch in cmm. 

links 6 


Auf der Abscisse ist von 5 Mmol ab der Maasstab veriindert: eee 


steigende Ast nimmt an Steilheit von 20—30° zu, um dan 


wieder bis 40° abzufallen. Der FuBpunkt der Kurve liegt 
fir die Temperaturen von 20—35° bei 4,5 Millimol Blausiure, 
fir 40° bei 2,25 Millimol. Bei 20—25° sinkt der Sauerstof- 
verbrauch ganz bis zum Nullpunkt ab, bei 30° betriigt das 
Minimum etwa 5°/,, bei 35° 10°/,, bei 40° 30°/, der Sauer- 
stoffzehrung unbehandelter Muskulatur. Der ansteigende Ast 
nimmt mit wachsender Temperatur an Steilheit zu. Der pro- 
zentuale Anstieg ist aber zwischen 20 und 30° wesentlich 
gréBer als zwischen 85 und 40° Die Form der Kurve und 
deren Temperaturabhingigkeit bestitigt also unsere Al- 
schauung, daB neben der Hemmung der Zellatmung eile 
entgegengesetzt wirkende Spontanoxydation der Blausiur¢ 
an Gewebe stattfindet. 
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Durch diese Feststellungen diirfte der scheinbare Wider- 
pruch zwischen den Berechnungen Meyerhofs und unseren 
irgebnissen geklart sein. Zusammenfassend laBt sich sagen, 
jaB die Verbrennung von Blausidure an ,Brennorten“ 
pnihernd der R.G.T.-Regel folgt. Die Atmung von 
pubehandelter Froschmuskelaufschwemmung erreicht 
lagegen bei 830° ein Maximum. Infolge des hohen Tempe- 
aturkoeffizienten kann daher die Sauerstoffzehrungs- 
urve der Muskulatur bei zunehmender Blausiiurekonzen- 
ation und héheren Temperaturen nicht auf den Nullpunkt 
bsinken, Dies ist auch tatsachlich der Fall, obwohl die 
Atmung selbst véllig gehemmt wird, wie Meyerhof und 
Fir bei niedriger Temperatur nachweisen konnten. 
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Enzymatische Gleichgewichte. [. 
Von 


Hans v. Euler und Karl Josephson. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Februar 1928.) 


Nachdem die Mehrzahl der am Stoffwechsel im Tier- uni 
Pflanzenkérper beteiligten Enzyme und die von ihnen kataly. 
sierten chemischen Umsetzungen wenigstens hinsichtlich de/ 
Substrate und Reaktionsprodukte, qualitativ bekannt geworde) | 
sein diirften, mu8 es als die wichtigste Aufgabe der Enzymologic) 
betrachtet werden, von den Vorgingen in der lebenden Zelle) 
quantitativ Rechenschaft zu geben. Der erste Schritt dawuh 
ist die Feststellung der Bedingungen, unter welchen enzymatisch: | 
Spaltung und enzymatische Synthese, erfolgt. Den kritischen) 4 
Punkt stellt in dieser Hinsicht das Gleichgewicht dar, und} Ric 
fiir die Beantwortung der Frage, wann Aufbau oder Abbau : 
eintritt, ist die Kenntnis der Gleichgewichtsbedingungen eine 4 
notwendige Voraussetzung. 

Bei der Messung der chemischen Gleichgewichte ist imp 
allgemeinen nur auf Konzentration von Substrat und Reaktious 
produkten, Temperatur (in Spezialfallen auch Druck) Riicksichtf 
genommen worden. Die Unabhingigkeit der a 
von Katalysatoren ist oft hervorgehoben worden, und tatsich 
lich ist die einfachste Form der Katalyse Riciacinn: bei welche) 
die Gleichgewichtslage vom Katalysator unabhingig ist. 

Dies trifft bei enzymatischen Katalysen indessen nur unter 
gewissen Bedingungen, bei reversibeln katalytischen Hydrolyse! [ 19 


durch Mineralsiuren oder anorganische Basen im allgemeine! | 
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D sebr angenihert, vollkommen exakt aber bei keiner Reaktion 
jm, bei welcher — wie dies ja wohl immer der Fall sein 
dirfte — der Katalysator sich mit dem Substrat und den 
 Reaktionsprodukten verbindet. 


I. 


Fir das Gleichgewicht zwischen Knzym und zugehérigem 
 substrat kommt die Gré8e der Affinitaitskrafte zum Ausdruck 
Su den Gleichgewichtskonstanten 


ss Sie SE ae 


|Enzym-Substrat | 
{Enzym]- jSubstrat| 


¢ 


inebst 
Pw _ [Enzym-Substratkomponente| 
~ [Enzym]-{Substratkomponente] ; 


Auf Grund dieses Gleichgewichts wird beim Zerfall des 





Rs 


7 ee nicht die ganze Enzymmenge frei, 


‘sondern bleibt zum Teil an die auftretenden Reaktionsprodukte 
rebunden. Je weiter also die Reaktion fortschreitet, desto 
mehr Enzym wird dem Substrat entzogen. 
Wie in einer friiheren Arbeit") hervorgehoben worden ist, 
“mu8 die GréBe der verschiedenen Affinitaten unter sich fir 
‘die Kinetik der Enzymreaktion mitbestimmend sein. 
Wir haben bisher ausschlieBlich die enzymatische Spaltung 
: eines Stoffes besprochen. Indessen miissen auch die enzyma- 
‘Aischen Synthesen durch Verbindungen zwischen Enzym und 
' en an der Synthese teilnehmenden Stoffen?) vermittelt werden 
nd lassen sich vom gleichen Standpunkt aus behandeln wie 
lie Hydrolysen. Auch in diesen Fallen ist es wahrscheinlich, 





um Enzym hat. 
Von besonderem Interesse sind die Verhiltnisse bei den 
Puzymatischen Gleichgewichten. Wir wollen hier absehen von 


' 
; 
ab das Reaktionsprodukt (der synthetisierte Stoff) Affinitat 
; 


‘Hen sogen, falschen Gleichgewichten oder von solchen schein- 


i bar konstanten Zustinden chemischer Systeme, bei welchen 





) Euler u. Josephson, Sv. Vet, Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 4 
M1924). 


¢ 
i 

! : ) Siehe Euler, Diese Zs. Bd. 52, S. 146 (1907). 
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die Reaktion durch das Verschwinden des Katalysators (Enzyms) 
oder dessen Zerstérung wihrend der Reaktion aufhirt, uni 
wir wollen im folgenden nur die enzymatischen Gleichgewicht: — 
behandeln, welche sich einstellen auf Grund der gleichen Ge. 


schwindigkeiten fiir Reaktion und Gegenreaktion. 


Solche enzymatischen Gleichgewichte sind nur in geringe 


Anzahl na&her untersucht worden. Die direkte Bestimmung a 


der Gleichgewichtslage ist namlich bei den meisten Enzyn. 
reaktionen mit groBen Schwierigkeiten verbunden. 


Bodenstein und Dietz?) haben das Gleichgewich . 


zwischen Amylbutyrat, Wasser, Amylalkohol und Buttersiure F 
untersucht und dieses Gleichgewicht mit dem Endzustand ver. : 
glichen, der bei der Einwirkung von Lipase auf dieses System F 
erreicht wird. Die Lage dieses Endzustandes war jedoch fF 
nicht mit dem natiirlichen, stabilen Gleichgewicht iiberein- 
stimmend, sondern dieser Endzustand (berechnet teils aus den F 
Geschwindigkeiten der beiden entgegengesetzten Reaktionen: 


Synthese und Spaltung des Amylbutyrats mit Lipase sowie }7 


aus dem Verhiltnis zwischen den am Endzustand auftretenden | 
Konzentrationen der verschiedenen Stoffe) zeigte starke uni> 


zwar regelmiBige Abweichungen von der natiirlichen Gleich- 


gewichtslage. Beiderseits wurde derselbe Endzustand erreicht, : 
so daB eine ,,falsche Gleichgewichtslage“ ausgeschlossen ist. 


Hine befriedigende theoretische Erklirung fiir die experimentelle 
Resultate ist von Bodenstein und Dietz nicht gegebe 
worden. Wir werden spiter auf diese Versuche zuriickkommen. 

Das enzymatische Gleichgewicht bei der Synthese bzv. 
der Spaltung von Estern mit Lipase ist (abgesehen von eit 
paar Zahlen von Taylor [Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 87 (1906)) 
von Pottevin?) untersucht worden, welcher das Gleichgewichi 
des Systems Olsiiure, Methylalkohol und Monoolein untersucht 
hat. Nach Pottevins Versuchen ist die Lage des Gleich: 
gewichts von der Menge des anwesenden Enzyms unabhingis 

Uber das (teilweise enzymatische) Gleichgewicht bei Nitri 


— 





) Bodenstein u. Dietz, Zs. f. Elektrochemie Bd. 12, 5. 60 
(1906). — Dietz, Diese Zs. Bd. 52, S. 279 (1907). 
2) Pottevin, Ann. Inst. Pasteur Bd. 20, 8S. 901 (1906). 
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} spaltung!) legen Angaben von Rosenthaler und von Norde- 
© feldt vor. 


In diesen Fallen sind die Verhaltnisse indessen aus ver- 


schiedenen Griinden ganz besonders kompliziert. lLeichter zu 
" bearbeiten scheint das Gleichgewicht der Glucoside zu sein. 
‘van't Hoff?) hat das in der Natur vorkommende Glucosid 


Salicin behandelt, ohne jedoch die Gleichgewichtslage bestimmen 
gu kénnen; die Spaltung des Salicins unter Kinwirkung von 


'Emulsin scheint praktisch vollstindig zu sein. Im System 
' Glycerin—Glucose—Wasser—Glyceringlucosid schien jedoch ein 
' meBbarer Gleichgewichtszustand einzutreten; gegen diese Ver- 
7 suche hat jedoch Bourquelot wegen der wahrscheinlichen 
’ Bildung von Glucobiose berechtigte Bedenken erhoben. Dagegen 


haben die von Bourg uelot und seinen Mitarbeitern ausgefihrten 
Untersuchungen als Resultat die Synthese einer groBen Anzahl 
Glucoside, sowohl in der @- wie in der #-Serie ergeben, und 
zwar unter Anwendung von sowohl aliphatischen wie aromati- 


i. schen Alkoholen. 


Am #-Methylglucosid hat Bourquelot*) die Gleich- 


B cewichtslage eingehend studiert. Sowohl bei der Spaltung 


des Glucosids als bei dessen Synthese aus Methylalkohol und 


| A-Glucose wurde dieselbe Gleichgewichtslage erreicht. Das 


aie? 
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Gleichgewicht wurde auch bei variierenden Alkohol- und Wasser- 
konzentrationen innerhalb eines sehr groBen Gebiets bestimmt. 
Da die Versuchsresultate Bourquelots bestitigen, daB das 
fragliche Gleichgewicht sich in ungewdhnlich hohem Grade 
dem idealen enzymatischen Gleichgewicht nihert — fir die 


)Spaltung liegen auch Versuche aus dem Laboratorium von 
| Willstatter vor — wollen wir uns im folgenden etwas ein- 


gehender mit diesem Gleichgewicht beschiiftigen. 
Vorerst wollen wir jedoch ein enzymatisches Gleichgewicht 
dieser Art vom theoretischen Gesichtspunkte aus behandeln. 


a 





') Rosenthaler, Biochem. Zs. Bd. 14, S. 238 (1908); Bd. 17, S. 257 
(1909); Bd. 19, S. 186 (1909); Bd. 26, S.1 (1910). 
*) van't Hoff, Ber. PreuB. Akad. Wiss. Bd. 42, S. 1065 (1909); 
Bd. 48, S. 963 (1910). 
*) Bourquelot, Jl. Pharm. et Chim. (7) Bd. 10, S. 361 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX VI. Oo 
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II. Gleichung fiir das enzymatische Gleichgewicht des 
6-Methylglucosids. 


In folgenden Formeln schreiben wir vorliufig Glucose und 
meinen damit nur die an der Reaktion teilnehmende Forn, 


in diesem Falle also f-Glucose. Auf den Ubergang de} 


mutameren Formen ineinander kommen wir spiter zuriick 


Fiir die nichtenzymatische Spaltung von #-Methylglucosid gilt ( 


folgende Reaktionsformel: 


[8-Methylglucosid] + [Wasser] 
<= [Glucose] + [Methylalkohol]. ) 


Betrachten wir dagegen die nach der bestehenden Aut. 








fassung an den enzymatischen Reaktionen teilnehmenden Stoffe, : 
so gilt: a 
[ &-Methylglucosid—Enzym] + [Wasser] E . 
=~ [Glucose—Enzym] + Methylalkohol}. ( i 
AuBerdem bestehen folgende Gleichgewichte: i 
[Methylglucosid-Enzym] ___;, : 4 
([Methylglucosid]-[Enzym] ~~?” (3 a 
[Glucose-Enzym] » | 
[Glucose] - [Enzym] ee (4 
Die Spaltung des Glucosids folgt der Geschwindigkeits- 
gleichung: 2 
v, = k, [(Glucosid—Enzym]- [ Wasser]. (0) FS 
Wir die Synthese gilt. 2 eee | 
v, = k, [Glucose—Eazym]-[Alkohol]. (6 f| 


Der Fortschritt der Reaktion im System Glucosid, Glucose, f 7 


Alkohol, Wasser, Enzym ist somit bestimmt durch den Ausdruck 


~- 
~1 


“= v, — v, = h, [Glucosid—Enzym]. [Wasser] 
— k, [Glucose—Enzym |] - [Alkohol]. 


Aus den Gleichungen (3) und (4) fihren wir die Konze- 
trationen des Glucosids bzw. der Glucose ein und erhalten: 


dt 





ll = k, ° K, . [ Glucosid] ° {Enzym] ° [Wasser] | rn e 
— k,- &, [Glucose] -|Knzym]-[Alkohol]. | 





der 
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Beim Gleichgewicht ist =. = 0 und somit 


k, _ Kt, [Glucose] -[{Alkohol] _ K " 
ky  K, [Glucosid]-[Wasser] ~~~ (9) 
Die Gleichung (9) zeigt, daB das enzymatische Gleich- 


: gewicht im allgemeinen mit dem nichtenzymatischen (natiir- 





» lichen) Gleichgewicht nicht identisch ist.1) Nur wenn K, = K,, 
' fallen die beiden Gleichgewichtslagen zusammen. Im allgemeinen 
’ scheint jedoch die Affinitit zu den Reaktionsprodukten nicht von 
- derselben GréBe zu sein, wie die Affinitit zum Substrat. Fir 
+ das am besten untersuchte Enzym, niimlich Hefesaccharase, ist die 


Affinitit zu den Spaltungsprodukten e«-Glucose und Fructose 


~ gewohnlich geringer als zum Substrat Rohrzucker. Betreffs 
-anderer Enzyme und besonders betreffs der synthetisierenden 
> Enzyme oder in den Fallen, wo das enzymatische Gleich- 


gewicht bestimmt werden konnte, ist die GréBe der Affinitaten 
bisher nicht bekannt. 
Einige Untersuchungen iiber enzymatische Gleichgewichte, 


‘die zu noch unklaren Versuchsresultaten gefiihrt haben, finden 
ihre Erklirung durch die eventuell auftretende Verinderung 
‘der Affinititen mit der Aciditit des Mediums. Besonders bei 


den von Bodenstein und Dietz?) ausgefiihrten Versuchen 


kann die verschiedene Einwirkung der Aciditiit auf die Affinitat 
der Reaktionsprodukte zur Lipase die Ursache der gefundenen 
7 Verhaltnisse sein. 


Im folgenden wollen wir die Richtigkeit der nach vor- 


i ‘stehendem hergeleiteten Gleichgewichtsgleichung fiir das System 
> $-Methylglucosid, Glucose, Methylalkohol, Wasser, Emulsin 
: priifen. 


Bourquelot hat gezeigt, da& sowohl bei der Spaltung 


| | des §-Methylglucosids als bei der Synthese dieselbe Gleich- 
: gewichtslage erreicht wurde. Die folgende Figur gibt ein Bild 
.} )seiner Versuchsresultate. 


Die Geschwindigkeiten fiir die beiden Reaktionen des 





*) Siehe hierzu Euler Diese Zs. Bd. 52, S. 146 (1907). 
*) Diese Zs. Bd. 52, §. 279 (1907). — Zs. f. Elektrochem. Bd. 12, 


PBS. 605 (1906). 
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j-Methylglucosids: Synthese und Hydrolyse, wurden bei einer 
Gehalt von 30,2°/, Methylalkohol in der Reaktionsmischung 
gemessen. Bourquelots Versuchsziffern waren folgende: 
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~ 
= 104 
= 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Procent methylierte Glukose. 
Synthese. Hydrolyse. 
1 g Glucose pro 100 cem. 1,077 g Glucosid pro 100 cem. 
Zeit Drehungs- Zeit Drehungs- 
in Tagen Drehung inderung in Tagen Drehung iinderung 
0 +64’ Q’ 0 — 42’ 0’ 
1 +58 6 1 — 36 6 
2 +48 16 2 — 26 16 
4 +40 24 4 —18 24 
8 +28 36 8 — 6 36 
13 +16 48 13 + 6 48 4 
18 +12 52 18 +10 52 q 
(Endwert) (Endwert) 
Offenbar ist die Geschwindigkeit fir die Synthese dieselbe | 
wie fiir die Hydrolyse. Fiir die Gleichgewichtslage ergibt a 


sich also: 


K=k:k,=1. 
Wie stimmt nun diese Gleichgewichtskonstante mit dem 
von Bourquelot gefundenen Gleichgewicht? Zur Priifung 
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dieser Beziehung miissen wir die Konzentrationen der an den 
Reaktionen teilnehmenden Stoffe nicht wie oben in Prozenten 
ausdriicken, sondern in Normalitét. In der folgenden Tabelle 
sind die aus der Bourquelotschen Kurve von uns berechneten 
molekularen Konzentrationen der am Gleichgewicht teilnehmen- 
den Stoffe angegeben. In der letzten Spalte findet man die 
herechneten Werte K’ des Ausdrucks 








[Alkohol] - [Glucose] = A’: [Wasser] - [Glucosid]. 
Konzentration des Konzen- Konzen- ‘Konzen- 
Methylalkohols tration des } tration der | tration des re 

y Wassers Glucose Glucosids K 
+ | Norm. Norm. Norm. Norm. 

- —~ — = a = — — — a 
i | 8,18 49,4 0,0439 0,0116 0,240 
20 6,25 43,8 0,0355 0,0200 0,253 
30 | 9,38 38,3 0,0278 0,0277 0,246 
0 | 56 32,7 0,0216 0,0339 0,244 
50 | = -:15,68 27,2 0,0172 0,0383 0,258 
60 | 18,75 21,7 0,0133 0,0422 0,272 
70 | 21,88 16,1 0,0100 0,0455 0,299 
80 | 25,00 10,6 0,0067 0,0488 0,824 
90 | 28,18 5,0 0,0033 0,0522 0,356 














Die Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Werten 
‘fir K’ ist, wie ersichtlich, auffallend gut bis zu einem Alkohol- 
. von etwa 50°/,. Dann beginnen jedoch die Werte 
} fir K’ langsam mit dem Alkoholgehalt zu steigen. Nun treten 


; ‘in so starken Alkohollésungen veranderte Verhiiltnisse ein, 
~indem das Enzym mehr und mehr inaktiviert wird, wodurch 


) der Endzustand geiindert werden kann, indem ein falsches 
J Sihevich erreicht wird. Betrachten wir nur die Versuche 
> bei den niederen Alkoholkonzentrationen, so kénnen wir den 
7 Wert 0,25 als Mittelwert fir K’ annehmen. Dieser Wert 


| ) unterscheidet sich, wie ersichtlich, bedeutend von dem aus den 


pec 





ae 
ba 
‘ 
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) Geschwindigkeiten der beiden Reaktionen hergeleiteten Wert 


+ tir die Gleichgewichtskonstante K, welche ja, wie wir gesehen, 
+den Wert 1 haben soll. Falls unsere Theorie richtig ist, soll 
jalso die Affinitit der f-Glucosidase zur Glucose etwa 4 mal 


80 groB sein, wie die Affinitat zum Methylglucosid. 
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Gegen vorstehende Berechnung kénnte eingewendet werden, 
daB es ja nur die #-Glucose ist, die an der Reaktion teil. 
nimmt, und daB der angewandte Wert fiir die Konzentration 
der Glucose den wirklichen Verhiltnissen nicht entspricht, 
Indessen finden wir es in diesem Falle richtig, die ganze 
Glucosekonzentration mitzurechnen. Wie aus den angefiihrten 
Werten der Reaktionsgeschwindigkeit fiir sowohl die Synthese 
wie Hydrolyse ersichtlich ist, verlaufen diese Reaktionen im 
Verhaltnis zur Mutarotation sehr langsam. Deswegen ist auch 
anzunehmen, daB die @-Glucose an der Reaktion teilnimmt, 
Wenn nimlich ein kleiner Teil der §-Glucose durch Bildung 
von Glucosid verschwindet, wird unmittelbar wieder $-Glucose 
gebildet durch das, im Vergleich mit dem langsamen Verlauf 
der Hauptreaktion, schnelle Einstellen des Gleichgewichts 
a-Glucose = 8-Glucose. Wir kénnen also die «-Glucose als 
eine Quelle betrachten, aus welcher die Konzentration der 
f-Glucose fiir die betr. Reaktion erginzt werden kann. Als 
den richtigsten Wert fiir [Glucose] nehmen wir in diesem 
speziellen Fall (Mutarotationsgeschwindigkeit viel gréBer als die 
Geschwindigkeit der Hauptreaktion) die gesamte Glucose- 
konzentration an. 

Leider kennen wir nun nicht die Affinitiiten zwischen der 
von Bourquelot angewendeten #-Methylglucosidase und den 
reagierenden Stoffen. Wir kénnen indessen mit ziemlich groBer 
Wahrscheinlichkeit das Verhiltnis zwischen diesen Affinitiiten 
berechnen mit Hilfe der von Willstitter, Kuhn und Sobotka’) 
ausgefiihrten Untersuchungen iiber die f-Glucosidase. Wie 
aus der Formel (9) fiir das enzymatische Gleichgewicht hervor- 
geht, brauchen wir die absoluten Betrige der Affinitatskonstanten 
nicht zu kennen, sondern nur deren Verhiiltnis unter sich. 
Hochst wahrscheinlich variiert dieses Verhiltnis in nicht allzu 


hohem Grade von Enzympraparat zu Enzympriparat. Die F7 
letztgenannten Forscher haben indessen die Affinitatskonstanten Ff 
zwischen einerseits Emulsinpraparaten verschiedenen Ursprungs f 


und andererseits verschiedenen Glucosiden wie Salicin, Phenyl- 


1) Diese Zs. Bd. 129, S. 33 (1923). 
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; glucosid und f-Methylglucosid berechnet. AuBerdem liegen Ver- 
© suche vor von Kuhn?) tiber die Hemmung der Wirkung der 
: Salicinase bei Zusatz der beiden verschiedenen Formen von 
' Glucose. Nun scheinen diese verschiedenen Glucosidspaltungen 
E nach Willstatter und Kuhn in Wirklichkeit von einem und 
' demselben Enzym bewirkt zu werden, oder m. a, W.: Salicinase, 
: f-Phenylglucosidase und (-Methylglucosidase sind ein und 
 dasselbe Enzym. Aus diesen verschiedenen Resultaten kénnen 








wir also das Verhiltnis zwischen den verschiedenen Affinitaiten 
' fir das betreffende Enzym berechnen, das wir #-Methylglucosidase 
‘nennen kénnen, ohne Riicksicht auf das spezielle Substrat. 


Die folgenden Affinitatskonstanten sind von Willstatter, 


: Kuhn und Sobotka bestimmt: 




















Enzympriparat 
Substrat thon 
a b | c | d 
Salicin a ‘ 29 | 29 | 24 | 25 (59)*) 
a $icuiednenta ; 15 | 25 _ | — 
'@-Methylglucosid . . a | 25 | 15 | 0,9 


*) Siehe die Originalabhandlung. 


Die Priparate waren dargestellt: 
a) aus bitteren Mandeln, 
b) Emulsin ,, Merck“, 
c) aus Aprikosenkernen, 
d) aus siiBen Mandeln. 
Wenn wir den letzten Versuch mit dem Enzympriparat d 


. weglassen, bei welchem andere Enzymmengen als in den anderen 
| Versuchen verwendet wurden (vgl. Willstitter, Kuhn und 
|| Sobotka), wodurch in diesem Falle die Versuche nicht ganz 


vergleichbar sind, finden wir, daB die Affinititen zwischen 
Enzym und Salicin bzw. Methylglucosid sich zueinander ver- 


4 halten wie 17:1, 12:1 und 16:1, also: das Verhiltnis fiir 
, diese Priiparate variiert nur unwesentlich. 


Fiir die Berechnung des Verhiltnisses der Affinitiiten 


7} m einerseits §-Glucose und andererseits #-Methylglucosid 


') Diese Zs. Bd, 127, S. 234 und awar S. 240 (1923). 
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kénnen wir uns der Kuhnschen Versuche bedienen. Mi 























Emulsin ,Merck“ bestimmte Kuhn die Spaltungsgeschwindig. F \ 
keit in einer 0,025 n-Salicinlésung, teils ohne, teils mit 0,055n. — 
8-Glucose. Kuhns Versuchsresultate waren folgende: 
Salicin. Salicin. = 
0,025 n. 0,025 n- + 6-Glucose 0,055 n. 
Zeit Drehung i+ 104 Zeit Drehung k + 104 
0,0 [—0,58] — 0,0 [+0,028] ~ 1 
2; — 0,572 - 2,8 + 0,088 — 
11,7 — 0,53 22,2 11,8 + 0,070 18,7 
24,4 —0,48 21,7 22,0 +0,098 16,8 
83,5 — 0,48 24,5 30,7 +0,135 18,6 
Mittel: 22,8 Mittel: 18,0 


Die Tabelle zeigt, daB die Spaltungsgeschwindigkeit auf 
Grund der Gegenwart von Glucose herabgesetzt war im Ver- 
haltnis 22,8:18,0 = 1,27:1. Hieraus kénnen wir die Affinitit | 7 v 
des Enzyms zur f-Glucose berechnen, da wir die Affinitiits- | 
konstante zum Salicin kennen. Fiir Emulsin ,,Merck“ war 
Ky = 29 (K,, = 0,035). Die Berechnung von X, fiir £-Glucose- 
Enzymverbindung stellt sich nach Michaelis und Menten) 
folgendermaBen: 

Sind v, und v die beiden Anfangsgeschwindigkeiten, 
g, und g@ die entsprechenden Konzentrationen der Glucosid- 
Enzymverbindung, so ist 


Uo: V = Po Ff - 

Wenn sich nun die Fermentmenge ® zwischen der Methyl- 
Glucosidmenge (bzw. Salicinmenge) M und der Glucosemenge @ 
verteilt, und wenn g die Konzentration der Glucosid—Enzym- | © 
verbindung und wy die der Glucose—Enzymverbindung ist, s0 | ~ 
ist nach dem Massenwirkungsgesetz 4 

M(®—g—wW=K,-g, 2. 
G(®—g—y=K,w, 
wo K und XK’ die Dissoziationskonstanten sind. 





1) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). | 
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t Aus diesen beiden Gleichungen folgt durch Elimination 
. Be von w 

- r G ‘ Sew 
e K at | @ mes . . (a) 


erfahrt man auf folgende Weise: Macht man einen 


Parallelversuch ohne Glucose, so habe dieser die Anfangs- 
geschwindigkeit v, und die Konzentration der Glucosid—Enzym- 
' verbindung sei g,; 1m eigentlichen Hauptversuch mit Glucose 
0 seien diese beiden Gréfen gleich v bzw. g, so ist 








und 


In dem glucosefreien Kontrollversuch ist nun 


M 


['- . a _ (D- M+ K,, ’ 


it } sund so wird 
v M 
S- — - ( > eereneenmeeeneneennceene 
ae D* TK 
‘oder 
p Wo (M + K,,) 


oe M 





n, 2 z , ine G 3 5 a . (b) 


+ Bei Kuhns Versuchen gingen folgende Ziffern in die 
)Formel (b) ein: 


G = 0,055 
° K, = 0,035 
“ M = 0,025 
ws v,:0 = 1,27. 


4 Durch Einsetzen dieser Werte in Formel (b) finden wir 
somit 





K 1 .0;055+0,085 





= 0,12. 


sm ~~ “0.060-0,27 
' Die Affinitétskonstante Ky = 1/K, der Glucose—Enzym- 
‘Yerbindung betrigt somit 8,3. 
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Fiir dasselbe Enzympriaparat, némlich Emulsin ,,Merck« 
war fiir die #-Methylglucosid—Enzymverbindung Ky, = 25, 
Wir finden somit, daB das Verhiltnis zwischen den beidep 
Affinititskonstanten 8,3: 2,5 = 3,3 ist, wahrend wir friiher ge. 
funden haben, daB fiir das von Bourquelot angewanidte 
Enzympraparat dasselbe Verhiltnis ca. 4 sein sollte. Die 


Abweichung zwischen diesen Werten ist vollstindig aus den & 


gewohnlichen Variationen unter diesen Umstinden von Pri. 


parat zu Priparat erklarlich. Ware das Verhiltnis zwischen § 
den beiden Affinitiitskonstanten bei den Bourquelotschen § 


8-Glucosidasepriparaten auch 3,3, so wiirde die Gleichgewichts. 


konstante fiir das untersuchte enzymatische Gleichgewicht den f” 


Wert 0,25-3,3 = 0,83 annehmen. Die Abweichung von den 
aus den Reaktionsgeschwindigkeiten berechneten Werte 1 ist 
ja ziemlich unwesentlich und kann, wie gesagt, durchaus 21- 
friedenstellend erklirt werden. 


Wir sehen also, daB betreffs des Systems §-Methylglucosit, 
Glucose, Methylalkohol, Wasser, 8-Glucosidase die dargestellte F 


Theorie fiir das enzymatische Gleichgewicht die Gleichgewichts- 
lage vollstiindig zu beschreiben imstande ist. 


III. Besprechung des Lipasegleichgewichtes. 


Bei der Untersuchung des Systems Ester, Siiure, Alkohol, 
Wasser, Lipase sind die Verhaltnisse bedeutend mehr kon- 
pliziert als in dem vorher behandelten Falle. Vorerst mui 
erwogen werden, daB auf Grund der elektrischen Dissoziation 
der Saure die Verhiltnisse sich wesentlich andern. Bei einer 
Veriinderung der Siurekonzentration verindert sich zunichst 
die Aciditit, wodurch die Bestimmung der Affinitét zwischen 
Siure und Lipase ganz besonders schwierig ist, oder iiberhaupt 


kaum ausgefiihrt werden kann, da die Reaktionsgeschwindigkeilf 


e 
@ », 


ee ee ee ee 


von der Aciditit abhingig ist; ferner aber muB auf eventuel : , 
verschiedene Affinitit zwischen den Anionen der Saure unl b 


der undissozierten Siiure selbst Riicksicht genommen werdel. “¢ 


Da8 eine solche Verschiedenheit existiert, ist sehr wahrscheit- | 


lich und scheint daraus hervorzugehen, daB z. B. ooh | 


butyrat die EKsterspaltung bei saurer Reaktion stark hemmt 
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t 


} dagegen nicht bei alkalischer Reaktion (Knaffl-Lenz)}). Die 
 undissoziierte Siure hat also eine wesentlich gréBere Affinitat 


‘zur Lipase als die Anionen, Wahrscheinlich haben die letz- 


teren iitberhaupt keine Affinitaét zu dem betreffenden Enzym, 


‘sondern es sind nur die undissoziierten Siuremolekiile, die 


Pallein die Hemmung bewirken. Eine weitere Stiitze hierfiir 
liegt in dem Umstand, daB die Synthese von Ester unter Kin- 
: wirkung von Lipase nur in saurer Liésung zu erfolgen scheint. 
‘Je mehr man sich dem Neutralpunkt nihert, desto mehr wird 
‘die Gleichgewichtslage gegen die vollstindige Spaltung des 
"Esters verschoben, wie Virtanen in diesem Laboratorium ge- 
Pfunden hat. 


Wir finden somit, daB die Lage des Gleichgewichts 
[Siure—Lipase] - {Alkohol! 


[Ester-Lipase] - { Wasser] 


von der Aciditit abhangig sein muB. (AuBer der obenerwahnten 
Verschiedenheit hinsichtlich undissoziierter Saure und Siure- 
Yanion, kann auch die Abhiingigkeit der Aciditiit von der 
Affinitit zu der ersteren, wie betreffs Saccharase—Rohrzucker 





PER Sle REIS, 


bei hohen Aciditiiten?) auf das Gleichgewicht einwirken.) 


Bei den Versuchen Bodensteins und Dietz’ zeigte es 
sich, wie erwihnt, dab das Gleichgewicht teils nicht mit der 


“natiirlichen nichtenzymatischen Gleichgewichtslage iiberein- 
mtimmte, teils daB das enzymatische Gleichgewicht mit der 


Nubstratkonzentration variierte. Die Abweichung von dem 


michtenzymatischen Gleichgewicht kann sicherlich auf die 
‘gleiche Art und Weise erklirt werden, wie betreffs des 


-Methylglucosids, niimlich durch die verschiedene Affinitit 


von Lipase zu Ester und Siure. Die Kinwirkung der Substrat- 
sxonzentrationen wollen wir auf die anderen Kinfliisse der Aci- 


itit bzw. elektrolytischen Dissoziation zuriickfihren, aut die 
ir schon hingewiesen haben. 

Die Versuche der erwihnten Verfasser zeigten, daB das 
enzymatische Gleichgewicht zugunsten der Esterbildung bei 


') Knaffl-Lenz, Arkiv f. exper. Path. u. Pharm. Bd. 97, S. 242 


M1929). 


*) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1923). 
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einer Steigerung der Substratkonzentration verschoben wurde, 
Wie stimmt nun dieses Verhiltnis iiberein mit dem vorstehend 
Erwahnten? Wenn die Substratkonzentration auf das doppelte 
gesteigert wird, wiirde, bei unverinderter Gleichgewichtslage 
die Saurekonzentration dementsprechend gesteigert werden, 
wenn das Gleichgewicht erreicht ist. Gleichzeitig wird jedoch 
die Konzentration der undissoziierten Siure gesteigert und 
dadurch, daB die Affinitét zwischen dieser und dem Enzyn 
_ gréBer ist als zwischen den Siiureanionen und dem Enzyn, 
miBte die Synthese, der Theorie nach, linger fortdauern. 


Fir eine quantitative Priifung dieser Theorie sind die > 


vorhandenen Daten jedoch ungeniigend. 





In dem Vorerwiihnten haben wir festgestellt, da die Ap. 
nahme von Affinitaitskriiften zwischen sowohl dem syntheti. 
sierten bzw. spaltenden Stoff, wie den Spaltungsprodukten in 
Ubereinstimmung mit der von Michaelis niher entwickelten 
Theorie tiber die Bindung der Enzyme an ihre Substrate be. 
treffs des enzymatischen Gleichgewichts zu solchen mit den 


experimentellen Faktoren iibereinstimmenden Resultaten ge fF 
fihrt hat, daB diese Auffassung unserer Ansicht nach anf & 
besten geeignet ist, die vorstehenden Phinomene zu erkliren Fy 

Ebenso wie in den Fallen, wo nur eine Spaltung def 
Substrats und nicht die entgegengesetzte Reaktion (Synthese F 
ausgefiihrt werden konnte, wie z. B. betreffs der auch in dieser > 
Hinsicht am besten untersuchten Saccharase, hat sich die An-> 


wendung des Gesetzes der Massenwirkung berechtigt erwiesen 
insofern, als die von der Theorie geforderten Verhiiltnisse mi 
den experimentellen Resultaten iibereinstimmen, und diirft 
also auch betreffs der enzymatischen Gleichgewichte dieselle 
Annahme gemacht werden kénnen. Ein Beweis gegen di 
Richtigkeit dieser Annahme scheint bisher auch nicht angefiihrt 
worden zu sein. 

Selbstverstiindlich sind hier, wie auch betreffs der nicht- 
synthetisierenden Enzyme weitere Versuche iiber andere enzj- 
matische Gleichgewichte wiinschenswert insofern, als sie weiteret 
Kinblick in die Wirkungsweise der Enzyme ermiglichen. 
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" ‘Uber den Einflu8 der Phosphorvergiftung auf das Muskel- 
"© kreatin und auf die Kreatin- und Kreatininausscheidung. 
m, ’ Von 

; a Alexander Palladin und A. Kudrjawzewa. 

le 


> (Aus dem physiol.-chem. Laboratorium des Medizinischen Instituts [vorm. Universitit] 
ni zu Charkow.) 











Die Phosphorvergiftung ruft einen intensiven Gewebe- 
verfall hervor mit Stérung des normalen Ablaufs der synthe- 
Hischen und Oxydationsprozesse; der EiweiB- und Kohlehydrat- 
®bbau nimmt zu, die Spaltungsprozesse gehen aber zum Teil 
Micht bis zu Ende, so daB im Harn und Blut intermediire 
‘Btofiwechselprodukte (Aminosiuren, Peptone, Milchsiure) auf- 
Mreten. Dadurch wird die Annahme aufgedriangt, daB die 
‘§ Phosphorvergiftung auch auf den Kreatinumsatz in den Muskeln, 
Sowie folglich auf die Kreatininausscheidung nicht ohne Einflub 
Deiben darf. 
' Lefmann?) untersuchte die Kreatin- und Kreatinin- 
sel F gusscheidungsverhiltnisse bei Phosphorvergiftung, um die Rolle 
mit ° estzustellen, welche die Leber bei der Kreatinbildung spielt, 
rite phud fand dabei, daB zuniichst die Kreatininmengen im Harn 
‘lbePFermehrt, dann aber bei gleichzeitig gesteigerter Kreatin- 
ditP @usscheidung vermindert werden. Lefmann zieht daraus den 
it ®chluB, daB die Leber die Bildungsstitte des Kreatinins sei. 
¥s ist jedoch zu bemerken, da® es sich in den Versuchen von 
cht FLefmann nicht um den alleinigen HinfluB des Phosphors auf 


nzy'FHie Kreatin- und Kreatininausscheidung handelte. Es pflegte 
rel 
: ') Lefmann, Diese Zs. Bd. 57, S. 476 (1908). 
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nimlich der eigentlichen Phosphorvergiftung der Hunde eine | 
Hungerperiode vorausgegangen zu sein und in mehreren Vey. — 
suchen folgte die Phosphorvergiftung unmittelbar einer Hip. & 
fiihrung von Athyl- bzw. Amylalkohol. Wir wissen, daB de i 
Kreatinstofiwechsel sich dem Hungern gegeniiber nicht gleich. § 
giltig verhilt; ebenso darf die Einfihrung von Amyl- wif) 
Athylalkohol kaum ohne Einflu8 auf den Kreatinumsatz bleiben, 
Daher sind die von Lefmaunn erhobenen Befunde nicht gay | 
iiberzeugend, und die Frage des Einflusses, den der Phospho: 
auf die Bildungsvorgiinge des Kreatins in den Muskeln (sows § 
auf die Ausscheidung desselben und des Kreatinins) ausiibt, 
bedarf eines weiteren Studiums. 5 
DaB der Phosphor eine Stérung der Vorgiinge des Kreatin. 
stoffwechsels herbeifiihren mu, dafiir spricht die von Frank} 
und Isaak festgestellte Tatsache, daB bei Phosphorvergiftung 
die Prozesse des Kohlehydratumsatzes gestért werden und de 
Organismus an Zucker verarmt (Symptome: Hypoglykimief™ 
Glykogenschwund aus der Leber, herabgesetzte Leberfunktio}™ 
in bezug auf die Synthese der Glykese aus der in den Muskelif : 
gebildeten Milchsiure). Kohlehydrathunger') fiihrt aber af” 
Kreatinurie. e 
Es ist auch daher von Interesse, den Kinflu8 des Phosp” 
phors auf den Kreatinstoffwechsel in den Muskeln festzustellen, e 
als Embden und Isaak?) bei Kaninchen nach _geniigenip : 
intensiver Phosphorvergiftung den Lactazidogengehalt in deaf * 
Muskeln (weiBen) stark herabgesetzt fanden. In Zusammenhan; [ | 
mit der unter der toxischen Phosphoreinwirkung auftretendaf i 
Erschépfung der Lactazidogenvorriite in den Muskeln wit} 7 
eine Steigerung der mit der Kreatinbildung verkniipften Pr} 
zesse zu erwarten. Da gibt aber Riesser®’) an, daB die Be 
stimmung des Kreatingehaltes in den Muskeln der durdf” 
Phosphor vergifteten Kaninchen (derselben, die fiir die ober} ™ 
erwihnten Bestimmungen von Embden und Isaak gedietf ‘ 
hatten) ganz normale Werte ergeben haben. Dieses Results} 





‘ 
') Vgl. Alexander Palladin, Biochem. Zs. Bd. 186, S. 353 (1924 7 
*) Embden u, Isaak, Diese Zs. Bd. 113, 8S. 263 (1921). e 
%) Riesser, Diese Zs. Bd. 120, S. 189 (1922). 
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nef scheint kaum mit unseren Vorstellungen iiber die Prozesse 
‘des Kreatinstoffwechsels iibereinzustimmen und bedarf einer 
 Durchpriifung. 

' Aus diesem Grunde stellten wir Versuche an iiber den 
BinfluB des Phosphors auf den Kreatingehalt in den Muskeln 
‘und auf die Kreatin- und Kreatininausscheidung im Harn. 
"Als Versuchstiere dienten uns erwachsene Kaninchen, deren 
“Kost aus Hafer unn roten Riiben bestand. 

| Die Bestimmung des Kreatingehaltes in den Muskeln 
Verfolete nach der von uns bereits mitgeteilten, etwas ab- 
geinderten Methode von Riesser.'!) Der Kreatin- und 
af reatiningehalt im Harn wurde nach dem Verfahren von 
.P Folin und Morris?) bestimmt, der Gesamtstickstoff des 
Harns — nach der kolorimetrischen Methode von Folin- 
Farmer-Gulick,*’) der Blutzucker nach der Mikromethode 
vou J. Bang. Wir stellten zwei Versuchsreihen an; die Tiere 
mief mer ersten Reihe wurden mit kleinen (nicht toxischen) Phos- 
ial “phordosen behandelt, diejenigen der zweiten Reihe mit groBen 
oxischen. 

. Die in den beiden Reihen erhaltenen Resultate waren 
Yerschieden und der Unterschied bestand zunichst darin, daB 
e Tiere der ersten Reihe nicht nur keine Gewichtsabnahme 






























llenf @ufwiesen, sondern es war bei ihnen sogar eine Gewichts- 
yenif BUnahme zu konstatieren, wahrend die Tiere der zweiten Reihe 
def #ine starke Gewichtsabnahme erlitten. Unsere zweite Ver- 


E uchsreihe entsprach der Menge des eingefiihrten Phosphors 
“Pach den Versuchen von Embden und Isaak. Der Phosphor 
r Wurde subcutan in Form einer dligen Lésung von gelbem 


In den Tabellen 1 und 2 sind die Protokolle zweier 
ersuche aus der ersten Reihe angefihrt. 
Kaninchen Nr. 5 (Tab. 1) erhielt 10 mal (jeden 2. Tag ein- 





) Alexander Palladin u. A, Kudrjawzewa, Biochem. Zs. 
Pd. 133, S. 89 (1922). 

4 *) Folin a. Morris, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 469 (1914). 

*) Gulick, Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, S, 541 (1914). 
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chronische Vergiftung mit kleinen Dosen von Phosphor hatte 
eine schnellere Gewichtszunahme des Tieres wie sonst zur 
Folge; es erwiesen sich somit diese Phosphordosen als Hei. 
dosen. 

Wahrend der Phosphorinjektionen war fast keine Ver. 
finderung in der Ausscheidung des Gesamtstickstoffs zu ver. 
merken; ebensowenig verinderte sich die Kreatininausscheidung 
(abgesehen von einer anfanglichen leichten Verminderung der. 
selben neben einer geringen Verminderung der Gesamtstickstof. 
ausscheidung). Es trat auch kein Kreatin im Harn auf. Die 
Bestimmung des Kreatingehaltes in den Muskeln ergab, 
dem Fehlen des Kreatins im Harn entsprechend, einen ganz 
normalen Wert, und zwar 0,522°/,. 

Kaninchen Nr. 6 (Tab. 2), das innerhalb 14 Tagen 7 mal 
0,7 mg Phosphor pro Kérperkilo erhielt, ergab uns dasselhe 
Bild, und zwar eine gewisse Hemmung der N-Ausscheidung in 
den ersten 8 Phosphortagen und daneben gleichzeitig eine 
geringe Verminderung der Kreatininausscheidung. Auch 
bei diesem Kaninchen fehlte das Kreatin im Harn. Der 
Kreatingehalt in den Muskeln war normal. Bei allen Kanin- 
chen der 1. Reihe fihrten die Phosphorinjektionen 21 
keinen Verinderungen des Blutzuckergehaltes, 


Ein ganz anderes Bild war bei denjenigen Kaninchen 


wahrzunehmen, denen wir pro dosi 2—4 mg Phosphor pro 
K6rperkilo eingefiihrt hatten. In den Tabellen 3—7 sind die 
Protokolle 5 solcher Versuche angefihrt. 

Kaninchen Nr. 3 (Tab. 3) erhielt innerhalb 18 Tagen 
9 Phosphoreinspritzungen je 2,5 mg pro Kilo Kérpergewicht 
Innerhalb dieser Tage wies es eine Gewichtsabnahme vou 
300 g auf. Schon nach der 1. Einspritzung trat Kreatin im 
Harne auf, dessen Mengen immer zunahmen. Die Kreatinin- 
ausscheidung blieb in den 1. Phosphortagen normal, spater 
aber wies auch diese eine Vermehrung auf, trotz des ver: 
minderten Gesamtstickstoffgehaltes des Harnes. Mit jedeu 
Tage der Phosphorvergiftung fiel daher ein immer gréferet 
Bruchteil des Harnstickstoffs auf denjenigen des Kreatins und 
Kreatinins. 








Tahelle 8. 
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Der Kreatininkoeffizient stieg wahrend der Phos. 
phorvergiftung von 12,0 auf 33,1. 

Die Muskeln dieses Kaninchens zeigten, wie es auch aut 
Grund des oben angefiihrten zu erwarten war, einen viel reich. 
licheren Kreatiningehalt als in der Norm. 

Kaninchen Nr. 7 (‘I'ab. 4), welches 3 Phosphorgaben von 
je 2,5—4,0 mg pro Kilo erhielt, lieferte uns dasselbe Bild, 
und zwar: vermehrte Kreatininausscheidung, Auftreten von 
Kreatin im Harn und hohe Steigerung des Kreatininkoeffizienten, 
Die groBen Phosphordossn fiihrten zu einem verstirkten Ge- 
webezerfall, was sich in einer vermehrten Ausscheidung des 
Gesamtstickstoffs im Harn zeigte. Auch bei diesem Kaninchen 
waren in den Muskeln viel gréBere ssiesianimadti gefunden, 
als in der Norm, nimlich 0,579°/,. 

Hin dbnlicher EinfluB der groBen Phosphordosen auf den 
Kreatinumsatz ist auch bei den Kaninchen Nr. 8, 9 und 10 
zu beobachten (Tab. 5—7). 


Tabelle 7. 


Kaninchen Nr. 10. 




















Gehalt der Harnmenge von Eingefihrte 
ae 2 Tagen an Phosphormenge 
atum ~ AKh aan: gone 
Reese Kreatin-N pro 1 kg Korpergew. 
£ £ ng 
29, XI. 23 0,049 | _ sini 
1. I. 24 0,046 | ~ _ 
i. 0,044 ie one 
“—? 0,046 | ns iid 
Tine 0,077 | — 2,0 
é. 0,064 | 0,025 2,0 
i, 0,053 | 0,005 2,0 
i... 0,070 | 0,010 2,0 
th. 0,055 | 0,006 2,0 
| 0,060 | 0,008 2,0 
19. 0,057 | 0,005 2,0 
20. I. Kaninchen getétet. Muskelkreatin = 0,561 °/). 





In der Tabelle 8 sind die Resultate der Bestimmungen 
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- des Kreatingehaltes in den Muskeln der mit grofen Phosphor- 


dosen vergifteten Tiere zusammengestellt. 


Tabelle 8, 
































Nummern der | Eingefiihrte Phosphormenge | °/,-Gehalt d. Kreatins 
Kaninchen pro 1 kg Kérpergewicht in den Muskeln 
Norm 0,522 — 0,525 
10 7X 2mg (jeden 2. Tag) 0,561 
3 9 X 3,5 mg “s 0,579 
9 3X 2mg “ 0,552 
7 2mg+2,5mg +4 mg ,, 0,579 
8 2mg +4 mg "s 0,567 








Die Phosphorinjektionen fiihrten bei allen Tieren dieser 


Reihe zu Hypoglykimie. So sank z. B. der Blutzuckergehalt 
‘bei Kaninchen Nr. 7 von 0,1—0,097 auf 0,075, bei Kaninchen 
Nr. 8 von 0,1—0,097 auf 0,072. 


Wir sehen somit, dab groBe Phosphordosen, indem 


sie eine Steigerung des Gewebezerfalls und eine Verarmung 


des Tierorganismus an Kohlehydraten hervorrufen, einen ver- 
stiirkten EiweiBzerfall neben einer vermehrten Kreatin- 
bildung zur Folge haben, was sich bei Phosphor- 
vergiftung der Kaninchen durch einen vermehrten 
Kreatingehalt in den Muskeln dokumentiert. Unsere 
Befunde stimmen mit denjenigen von Riesser nicht tiberein; 


es darf angenommen werden, daf Riesser mit solchen Kanin- 
chen zu tun hatte, die mit kleinen Phosphordosen behandelt 
worden, bei denen auch wir normale Werte fiir den Kreatin- 
gehalt in den Muskeln gefunden haben. 


Auch vom Standpunkte der von Embden und Isaak 


: erhobenen Resultate iiber den EKinfluB des Phosphors auf den 
4 Lactazidogengehalt in den Muskeln sind unsere Befunde viel 
leichter zu verstehen. 


Derjenige Faktor, der den Lactazidogenzerfall und den 


4 Schwund desselben aus den Muskeln verursacht, muB weiterhin 
/)2u einer Steigerung der mit der Kreatinbildung verkniipften 


Prozesse fiihren, da Beispiele gesteigerter Kreatinbildung in 
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den Muskeln bei Erscheinungen von Kohlehydrathunger yoy 
uns nicht einmal im Laufe der iiber den Kreatinumsatz aus. 
gefiihrten Untersuchungen vorgefunden waren. 

Eine solche Stérung des Kreatinstoffwechsels in dep 
Muskeln mu8 zu einer vermehrten Ausscheidung von Kreatiniy 
und zum Auftreten von Kreatin im Harn fihren, was auch 
bei unseren Kaninchen der 2. Versuchsreihe tatsiichlich der 
Fall war. Eine Verminderung der Kreatininausscheidung, wie 
sie von Lefmann beschrieben worden war, konnten wir nicht 
beobachten, eine solche wire ja nicht mit dem vermehrten 
Kreatingehalt in den Muskeln in Ubereinstimmung zu bringer, 
da die Kurve des Kreatininkoeffizienten immer parallel mit 
derjenigen des Muskelkreatins verliuft. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Vergiftung von Kaninchen mit toxischen Phosphor- 
dosen (2,5—4,0 mg pro 1 kg Gewicht) weist der Kreatingehalt 
in den Muskeln eine starke Vermehrung auf. 

2. Der bei der Phosphorvergiftung zu beobachtende ver- 
mehrte Kreatingehalt in den Muskeln hat neben einer ver- 
mehrten Kreatininausscheidung Kreatinurie zur Folge. 

3. Der bei der Phosphorvergiftung zu beobachtende ver- 
mehrte Kreatingehalt in den Muskeln ist mit dem verminderten 
Lactazidogengehalt derselben, wie auch mit der Hypoglykimie, 
kurzum mit der Verarmung des Organismus an Kohlehydraten 
in Zusammenhang zu setzen. 
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Uber den Mechanismus der Nuclealfirbung. 


IL Mitt. Uber das Verhalten der Kerne partiell hydro- 
lysierter mikroskopischer Priparate zur fuchsin- 
schwefligen Saiure nach voraufgegangener Behandlung 
mit Phenylhydrazin. 
Von 


R. Feulgen und K. Voit. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Giefen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1924.) 


Die Nuclealfarbung!) beruht auf der Beobachtung, daB 
die nach milder partieller Hydrolyse der Thymonucleinsaiure 
freiwerdenden reduzierenden Gruppen sich mit dem wirksamen 
Prinzip der fuchsinschwefligen Saéure zu einem violetten Farb- 
stoff verbinden (Nuclealreaktion). Also ist die Nuclealfarbung 
die Anwendung der Nuclealreaktion auf mikroskopische Priaparate. 
Dementsprechend erhalt man eine prachtvolle elektive Kern- 
firbung, wenn ein mikroskopisches Praparat nach partieller 
saurer Hydrolyse der Wirkung der fuchsinschwefligen Siure 
ausgesetzt wird. 

Die Nuclealfarbung wurde durch eine deduktive Betrach- 
tungsweise aufgefunden; sie konnte daher in allen Teilen, sogar 
hinsichtlich der Stirke der Hydrolyse, vorausgesagt werden. 
Trotzdem hielten wir es fiir wiinschenswert, experimentelle 
Beweise fiir den Mechanismus der Nuclealfirbung zu erbringen, 
und wir glauben, dies durch solche an mikroskopischen Praparaten 


 angestellte Versuche erreichen zu kénnen, welche die vollige 


') R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 135, 8. 203 (1924). 
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chemische Analogie der fiir die Nuclealfarbung verantwortlich 
zu machenden Gruppen mit den bei der partiellen Hydrolyse 
der Thymonucleinsiiure in vitro auftretenden dartun. 

Bei der milden partiellen sauren Hydrolyse der Thymo. 
nucleinsiure entsteht die Thyminsiure, falls diese Hydrolyse 
quantitativ zu Ende durchgefiihrt wird, und man darf also 
erwarten, daB ein partiell hydrolysierter Kern im mikroskopi- 
schen Praiparat auch unter dem Mikroskop die Reaktion der 
Thyminsiure zeigen wiirde. 

Dementsprechend muBten folgende Momente zutreffen: 

1. Ein nicht hydrolysiertes mikroskopisches Priiparat darf 
mit der fuchsinschwefligen Siure im Kerne keinerlei Farbstoff 
bilden, denn auch die Thymonucleinsiiure liefert in intaktem 
Zustande keinen Farbstoff mit diesem Reagens. Da8 dies 
auch in mikroskopischen Praparaten in der Tat zutrifft, wurde 
schon in der ersten Verdéffentlichung von Feulgen und Rossen- 
beck?) dargetan und dabei ausdriicklich betont, daB ein solcher 
blinder Versuch als ein wesentliches Kriterium einer echten 
Nuclealfarbung anzusehen ist. 

2. Da bei der Nuclealfiirbung zur Anfiirbung der Zellkerne 
eine vorherige Siurebehandlung notwendig ist, wenn die 
Kerne mit der fuchsinschwefligen Siure iiberhaupt einen Farb- 
stoff unter dem Bilde einer ,,Kernfiirbung“ liefern sollen, so 
ergibt sich die Frage, ob diese Siurebehandlung tatsichlich 
wie eine Hydrolyse im Sinne der organischen Chemie wirkt. 
Dieser Nachweis ist von F. Feulgen-Brauns’) vor kurzem 
erbracht worden, indem gezeigt wurde, daB die durch Siure- 
behandlung manifest werdende Fiihigkeit mikroskopischer Kerne, 
mit der fuchsinschwefligen Siiure den violetten Farbstoff zu 
bilden, eine Funktion von Saurekonzentration (Wasserstofl- 
ionenkonzentration), Temperatur und Zeit ist. | 

3. Es muBte gelingen, auch mit reinem nucleinsauren 
Natrium substantielle Nuclealfarbungen zu erzeugen, wenn man 
mit einer Lésung von b-thymonucleinsaurem Natrium eit 





1) R. Feulgen u. H. Rossenbeck, a. a. O. 
*) F. Feulgen-Brauns, Pfliigers Arch. Bd. 208, S. 415 (1924). 
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/Papier beschreibt, das Priparat nach dem Trocknen hydro- 
| lysiert und dann in fuchsinschweflige Saiure hineintaucht. Es 
“war zu erwarten, daB dabei die Schriftziige mit violetter Farbe 
: | hervortreten. Auf einem sonst gleich beschriebenen, aber 
‘nichthydrolysierten Papier muBten die Schriftziige unleserlich 
‘pleiben. Auch dieser Versuch fiel entsprechend der Er- 
4  wartung aus.?) 


4 4. Nach unseren Anschauungen und nach den Erfahrungen 
3 mit der Thyminséiure muBten die bei der partiellen sauren 
"Hydrolyse in den Kernen mikroskopischer Priiparate ent- 
' stehenden und fiir die Farbstoff bildung mit der tuchsinschwefligen 
‘Siure verantwortlich zu machenden Gruppen reduzierend 
wirken. Auch dies ist ktirzlich von R. Feulgen und K. Voit?) 
nachgewiesen worden, indem sie zeigen konnten, da die Kerne 
in partiell bydrolysierten mikroskopischen Priaparaten beim 

» Behandeln mit einer Silberlésung geeigneter Zusammensetzung 
letztere reduzieren kénnen unter Abscheidung von kolloidem 
‘Silber, wodurch sich die Kerne braun farben, wahrend Parallel- 
| priparate, die keiner Hydrolyse unterworfen waren, bei gleich 
sneer Behandlung mit der Silberlésung keinerlei Farbung 


q a 


)zeigten. 








Schon friiher hatten Feulgen und Landmann’) gezeigt, 
: idaB die durch milde saure Hydrolyse aus der Thymonuclein- 
" siure entstehende Thyminsiure imstande ist, sich mit 2 Molekiilen 
Phenylhydrazin zur Hydrazonthyminsaure zu verbinden 
und wir kénnen heute die damals nicht mitgeteilte, aber eigent- 
lich selbstverstindliche Beobachtung hinzufiigen, daB® nach 
Koppelung mit Phenylhydrazin die Thyminsiure keine Farbung 
mit der fuchsinschwefligen Saiure mehr gibt. Da nun, wie 
joben erwihnt, die bei der Nuclealfirbung in partiell hydro- 
lysierten Kernen freiwerdenden Gruppen von derselben Art 


: isind, wie die aldehydartigen bei der Thyminsiure, so lud 





‘ 
eiese Betrachtung zu folgendem Versuch ein: 


') R. Feulgen u. H. Rossenbeck, a. a. O. 
*) R Feulgen u. K. Voit, Diese Zs. Bd. 135, S. 249 (1924). 
*) R. Feulgen u. G. Landmann, Diese Zs. Bd. 102, S. 262 (1918). 
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a) Wenn man ein mikroskopisches Praparat partiell hydro. 
lysiert und dann der Wirkung der fuchsinschwefligen Siure 
aussetzt, so entsteht die Nuclealfarbung. 

b) Wenn man aber ein Parallelpriiparat nach der Hydrolyse 
aber vor der Behandlung mit fuchsinschwefliger Siure der 
Wirkung von Phenylhydrazin aussetzt, so muBte sich dieses 
mit den freigewordenen, aber noch im Kern befindlichen 
Aldehydgruppen verbinden und das Praparat durfte nach dieser 
Behandlung mit der fuchsinschwefligen Siure keinerlei Kern. § 
fiirbung mehr geben. Auch dieser Versuch fiel iiberraschend § | 
gut aus und bestiitigte demnach unsere Anschauung. 4 

Wir benutzten eine Liésung von Phenylhydrazinacetat in — 
Wasser, die wir herstellten, indem wir 2 ccm reines (farbloses F 
Phenylhydrazin in 2 ccm 50°/,iger Essigsiiure lésten und mit | 
50 ccm Wasser verdiinnten. Die meist triibe Liésung konnte 7 
durch Schiitteln mit etwas Talkum und Filtration der Suspension F 
unter wiederholtem ZuriickgieBen auf das Filter leicht geklirt FB ' 
werden. Kin Ausstrichpraparat von Froschblut wurde nach —- 
iitblichem Fixieren in der Flamme in gewdhnlicher Weise | 
4 Minuten hydrolysiert und nach kurzem Auswaschen 24 Stunden § 
bei Zimmertemperatur in der Phenylhydrazinacetatliésung stehen 
gelassen (die Liésung ist nicht lange haltbar). Nach dem Ab- 
spiilen wurde endlich das Praparat auf '/, Stunde in fuchsin F 
schweflige Siure hineingebracht: keinerlei Firbung. Be 
einem Paraffinschnitt durch die Froschleber erhielten wi 
dieselben Resultate, desgleichen mit andern Objekten. Ab 
Parallelpriparate haben wir bei diesen Versuchen partiel} 
hydrolysierte Praparate auch der Wirkung einer verdiinnten | 7 
Kssigsiure von derselben Wasserstoffzahl, wie sie die Pheny!- qd 
hydrazinacetatlisung aufweist, ausgesetzt: Es war kein Hinflub i : 
zu bemerken. . 

Man kénnte bei diesem Versuche vielleicht trotzdem eit-} | 
wenden, daB die Phenylhydrazinacetatlésung die Nuclealkérpe| > 
der Kerne herausgelést hitte. Wir haben daher nicht hydro . 
lysierte Kerne der Wirkung der Phenylhydrazinacetatlésun; |” 
ausgesetzt und nachher die Nuclealfirbung angestellt: Sie zeigtt| 
keine Abweichung von der Norm. 


ed — Ss RS | wT «4 
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Ferner haben wir ein mikroskopisches Priparat (Ausstrich 


-_ 
re fe vou Froschblut) etwas kiirzer als normal (nur 1 Min. statt 

/4Min. bei 60° in n-Salzsiure) hydrolysiert (ein solches Praparat 
 @ wirde mit fuchsinschwefliger Siure eine deutliche Kernfarbung 


er geben) und dann das Objekt auf 24 Stunden in Phenylhydrazin- 
acetatlisung hineingestellt. Behandelt man jetzt das Priparat 
+), Stunde lang mit fuchsinschwefliger Saiure, so erhilt man 
or @ keinerlei Farbung. Da bei dieser Art der Hydrolyse (1 Min.) 
1. @ aber die Farbung keine optimale sein wiirde, weil nur ver- 
ad @ hiltnismaBig wenig Purinkérper bei der Hydrolyse abgespalten 

"wurden, so war zu erwarten, daf bei einer jetzt noch einmal 
in angestellten Hydrolyse auch der Rest der Purinkérper ab- 
) | gespalten wiirde, daB weitere Aldehydgruppen frei werden 
rit @ und daB man nunmehr in der fuchsinschwefligen Siure eine 
te @ Kernfiirbung erhalten wird. Auch dieser Versuch fiel positiv aus. 
of Man konnte nun daran denken, die Bindungen zwischen 
art den Aldehydgruppen und dem Phenylhydrazin wieder zu lésen. 
ch P Aber Feulgen und Landmann hatten friiher bei der Phenyl- 
pf hydrazon-Thyminsiure darauf aufmerksam gemacht, daB diese 
len { Bindungen viel fester sind, als die der Purinkérper. Die 
™ ' Purinkérper sind eben ganz besonders leicht abspaltbar und 





.). |. darauf beruht iiberhaupt die Ausfihrbarkeit der Nuclealfarbung, 
a : denn nur so war es méglich, mit einem hydrolytischen Eingriff 
Bei | auszukommen, der die Kerne als morphologische Gebilde nicht 
wi : aufléste. Dementsprechend ist es uns auch nicht gelungen, 
Als i das Phenylhydrazin aus den Kernen wieder abzuspalten: Die ae 
elf | Kerne lésen sich bei einem solchen Versuche auf. abe 
ten fee Aus den Versuchen, die wir bis jetzt iiber die Nucieal- qe 
{| firbung mitgeteilt haben, geht eindeutig hervor, daB sich der 
118 H gesamte Mechanismus der Nuclealfiirbung auf an sich bekannte 

|chemische Vorginge zuriickfiihren laBt. c 
in Die weitere Bearbeitung dieses Gebietes behalten wir uns 4 
pet ; fernerhin vor. ; 
[r0- q i 
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Uber die Affinitait der Saccharase 
zu verschiedenen Zuckern. III. 


Zur Identitat der Saccharase und Raffinase. 
Von 


Karl Josephson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1924.) 


Bei der Untersuchung unserer Saccharase_beziiglich 
ihrer Affinitaéten zu verschiedenen Zuckern!*) wurde bisher 
nur die Spaltung des gewdhnlichen Substrats, nimlich des 
Rohrzuckers, beriicksichtigt. Die Inversion des Rohrzuckers 
ist aber mit aller Wahrscheinlichkeit nicht die einzige enzy- 
matische Reaktion, welche von dieser Fructosidase kata- 
lysiert wird. Wir miissen es nimlich nunmehr als ziemlich 
sichergestellt ansehen, daB die Spaltung der Raffinose in 
Fructose und Melibiose von demselben Enzym, welches die 
Saccharosespaltung bewirkt, hervorgebracht wird. Auch die 
Spaltung der Gentianose in Fructose und Gentiobiose, sowoll 
die der Stachyose in Fructose und Mannotrisaccharid, wir 
moglicherweise auch von demselben Enzym bewirkt. Die 
Fructo-Gentianase und die Fructo-Stachyase sind noch nicht 
ausreichend untersucht, um etwas iiber die Beziehungen der 
selben zu der Saccharase auszusprechen, aber die, Annahme 
der Identitat der Saccharase und Raffinase findet ihre Stiitze 
in mehreren ‘l'atsachen. 


— 


') vy. Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, 8S, 301 (1924). 
°) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1924). 
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Willstatter und Kuhn’) haben gezeigt, daB die Aktivi- 
“tits-py-Kurve der Raffinase auf der alkalischen Seite vom 


: Optimum sehr nahe mit demselben Zweig dieser Kurve fir 
-Saccharase zusammenfallt. Die theoretische Deutung dieses 
' Teils der Aktivitats-p,,-Kurve beider Enzyme wurde vor kurzem 
‘yon Euler, Josephson und Myrbick?) geliefert und zwar 
‘gab die entwickelte Theorie das Ergebnis, da® beide Kurven 
- zsammenfallen miissen. Die Nichtiibereinstimmung der Kurven 
' der Saccharase- und Raffinasewirkung im sauren Gebiet konnte 
‘ihre Erklarung in den hier eintretenden Anderungen der 


Bs ar 


Affinitatsverhaltnisse des Enzyms finden.®) 
Kuhn‘) hat weiter zeigen kénnen, daB die Saccharase- 


und Raffinasewirkung des Invertins aus verschiedenen Hefen 
in konstantem Verhiltnis zueinander stehen in der Hinsicht, 
'daB das Verhiltnis der Affinititen des Enzyms zu _beiden 
_Substraten Saccharose und Raffinose innerhalb der Fehler- 
-grenzen sich als konstant erwies, und zwar war die Affinitits- 


‘konstante der Saccharose-Saccharaseverbindung 15—17 mal 


/griBer als die Affinitatskonstante der Raffinose-Raffinase- 
-verbindung. Wenigstens qualitativ hat Kuhn‘) auch gezeigt, 


P dab die Affinititsverhiltnisse eines Invertins beziiglich der 


| verschiedenen Formen eines Zuckers, welche zuerst bei der 
a ee studiert wurden, in einem Falle, nimlich 
/bei den g- und #-Formen der Gaccee, sich auch bei der 
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I Ratfinosespaltang wiederfinden lassen. Sowohl bei der Rohr- 
/ zuckerspaltung wie bei der Raffinosespaltung erwies sich nimlich 


die Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit durch «-Glucose 
/ unmeBbar klein im Verhiltnis zu der Hemmung durch f-Glucose. 


Gerade beziiglich seiner Affinitiitsverhaltnisse scheint unser 


2 Enzym erheblich von den Saccharasen, welche von Willstitter 
/ uid Kuhn zur Untersuchung gebracht worden sind, abzuweichen 


') Willstitter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921). 


*)v. Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, 8. 33 
(1924) 


*) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1924). 
) Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8. 28 (1923). 
*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S, 234 (1923). 
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und es war deshalb von groBem Interesse, nachzupriifen, 0} 
dieselben Affinititsverhiltnisse unseres Enzyms, welche bei de 
Rohrzuckerspaltung konstatiert wurden, auch bei der Raffinose. 
spaltung wiedergefunden werden konnten. Wie aus den in 
folgenden mitgeteilten Versuchen und Berechnungen hervorgeht, 
trifft dies auch wirklich zu und zwar nicht nur qualitatiy, 
sondern auch quantitativ. Die Identitit der Saccharase und 
der Raffinase wird also nochmals bestiitigt. 


Hemmung der Raffinosespaltung durch die verschiedenen 
Formen der Glucose. 


Zu den Versuchen wurde dieselbe Enzymlésung angewantt, 


welche bei den friiheren Versuchen iiber die Affinitatsverhilt. 
nisse unserer Saccharase benutzt wurde, niimlich das Pri. 


parat XIVa AKA., welches durch die Affinitaétskonstante 54 f 
(p,, = 4,5) der Saccharose-Saccharaseverbindung charakterisiert ist. e 

Wegen der kleineren Reaktionsgeschwindigkeit der Raffinose. : 
spaltung (bedingt durch die kleinere Affinitiit des Enzyms zw Ff 


Raffinose) gegeniiber der der Saccharosespaltung, wurde eine 
etwa 4mal gréBere Enzymmenge angewandt bei diesen Ver- 
suchen, als bei den Versuchen iiber die Saccharasewirkung 
mit entsprechenden Substratkonzentrationen. Das Volumen 
der Reaktionsmischungen betrug in allen Fiillen 50 ccm. 

Die Versuchstemperatur betrug wie bei unseren vorigeu 
Versuchen 25,0° + 0,1° Die angewandte Raffinose war durch 
Umkrystallisieren aus Wasser und Alkohol gereinigt und zeigte 
das spez. Drehungsvermégen [a], = 104—105° 

Aus den in der folgenden Tabelle mitgeteilten Versuchsergeb: 
nissen kénnen wir deutlich ersehen, daB auch in diesem Falle 
die Hemmung durch die frisch geléste Form des Trauben- 
zuckers nicht wesentlich kleiner ist als die Hemmung, nachdew 
der Gleichgewichtszustand zwischen den verschiedenen Formen 
der Glucose sich in der Lésung eingestellt hat. Die Differew 


zwischen den verschiedenen Affinititen der beiden Formen 71} - 


dem als Raffinase wirkenden Enzym kommt jedoch hier etwas} 
ausgeprigter zum Vorschein als es bei der Rohrzuckerspaltun; F 
der Fall war. Diese gréBere Differenz zwischen den Hemmunge! F 
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4 6) 2 | PE|2 ees 
ler 2 Zucker | z calazax 
kA a 2 |isaeissgm 
m = | 8 |a2l|a< 0% 
7 1 Raffinose 0,060 n. 0 2,60 as 21 
ht : at ser 
i, 10 2,40 | 0,20 
nd 20 2,24 | 0,36 
4 30 2,12 | 0,48 
2 Raffinose 0,060 n. 0 3,46 _ 12,5 
a-Glucose 0,150 n. 0,5 3,45 — 
10 3,34 0,12 
5 24,5 | 3,19 | 0,27 
a 4 34 3.10 | 0,36 
it - 3 Raffinose 0,060 n. 0 3,51 _ 10,5 
Td: Gleichgew.-Glucose 0,150n.}| 0,5 | 3,50 | — 
Of 10 3,41 | 0,10 
ist, Fe 22 3,30 | 0,21 
“ 33 3,21 | 0,30 
nur 4 Raffinose 0,100 n. 0 4,28 — 23 
05 | 427} — 
10 4,06 | 0,22 
20 3,86 | 0,42 
32 3,64 | 0,64 
5 Raffinose 0,100 n. 0 4,90 — 15 
Gleichgew.-Glucose 0,100 n. 0,5 | 4,89 _ 
10 4,76 | 0,14 
20 4,60 | 0,30 
32 4,41 | 0,49 

















- wird verstindlich, wenn wir die viel kleinere Affinitét zwischen 
 Raffinase und Raffinose als zwischen Saccharase und Saccharose 
\ beriicksichtigen. Die ganze Hemmung mu ja bei der Raffinose- 
spaltung prozentisch gréBer sein als bei der Rohrzuckerspaltung 
und somit miissen auch die Verschiedenheiten besser zum 
Vorschein kommen. 

Wir wollen jetzt einige Berechnungen ausfiihren, um eine 
quantitative Vergleichung der Hemmungen der Rohrzucker- 
vasf_ zw. Raffinosespaltung durch die verschiedenen Formen der 
ing + Glucose zu erhalten. Nach unserer Auffassung iiber die Art 
sel der Hemmung, nimlich die Bindung eines Teils des Enzyms 


oe 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVI. a 
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bei den hemmenden Koérpern, miissen namlich, wenn dic 
Saccharase- und Raffinasewirkung von demselben Enzym aus. 
geiibt wird, die aus den beiden Reaktionen zu berechnendey 
Affinitaten zu den hemmenden Kérpern gleich groB sein, wen 
wir uns der ersten oder zweiten Reaktion bei der Berechnung 
bedienen. 

Nach Michaelis und Menten?) kénnen wir die Affinitit 
eines Enzyms, wie Saccharase, zu einer reaktionshemmenden 
Substanz, wie Glucose, aus der Affinitaitskonstante der Enzyn. 
Substratverbindung oder deren reziproken Wert die Dissoziations. 
konstante nach der Formel 


Ki = 


berechnen. In dieser Formel bedeutet K! bzw. K,, die Disso. 
ziationskonstanten der Glucose-Enzymverbindung bzw. der F 
Substrat-Enzymverbindung, G und S§ die Konzentrationen der F 
Glucose bzw. des Substrats, v, und v die Anfangsgeschwindig. : 
keiten der enzymatischen Spaltung des Substrats ohne bzw. F- 
mit Anwesenheit der reaktionshemmenden Glucose. : 

Die Affinititskonstante unserer Saccharose-Saccharase- f 
verbindung betriigt Ky = 54 (p,, = 4,5) und die Dissoziations- . 
konstante also K,, = 1/Ky = 0,0185. Mit diesem Wert als . 
Ausgangspunkt wollen wir zuerst unter Benutzung einiger [- 


Versuchsresultate, welche schon in der 1. Mitteilung iiber die F 


Affinitiitsverhiltnisse der Saccharase beschrieben sind, die F 
Affinitaten unserer Saccharase zu den verschiedenen Formen . 
der Glucose berechnen und dann dieselbe Berechnung fiir das . 
als Raffinase wirkende Enzym ausfihren. | 

In der umstehenden Tabelle finden sich die aus den Ver- 


suchen 7—15 in der erwihnten Mitteilung berechneten relativen © 
Anfangsgeschwindigkeiten der Inversion des Rohrzuckers, sowie |} 


die, aus der oben zitierten Formel von Michaelis berechneten : 
Dissoziationskonstanten der verschiedenen Glucose-Saccharase- |” 
verbindungen und ihre reziproken Werte die Affinitatskonstanten. 


1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 und zwar 
S. 351 (1918). 
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: Relative Anfangs- % I I 
Zackes geachwindigkeit | = | Am | Xu 
Rohrzucker 0,1 n. 17 — — — 
Rohrzucker 0,1 n. 15 1,13 0,13 7,7 
Gleichgew.-Glucose 0,1 n. 
Rohrzucker 0,1 n. 
a-Glueose 0,11 n. 15,5 1,10 | 0,17 5,9 
Rohrzucker 0,1 n. 
8-Glucose 0,11 n. 15 113 | 0,13 | 7,7 
Rohrzucker 0,1 n. 22 _ — _ 
Rohrzucker 0,1 n. 
a-Glucose 0,1 n. 20 1,10 0,16 6,2 
Rohrzucker 0,1 n. 
8-Glucose 0,1 n. 19,5 1,13 0,12 8,3 
Rohrzucker 0,1 n. 18 1,22 0,14 7,1 
a-Glucose 0,2 n. 
Rohrzucker 0,1 n. 17 1,29 0,11 9,1 
8-Glucose 0,2 n. 














Im Mittel erhalten wir fir die Affinitaétskonstante der 


: «-Glucose-Saccharaseverbindung den Wert 6,4 und fir die 
», Konstante der -Glucose-Saccharaseverbindung 8,4. Fiir die 


Gleichgewichtsform der Glucose wiirde sich die Affinitits- 


 konstante durch den Wert Ky = etwa 7,7 ausdriicken lassen. 
Da die Affinitatskonstante der Saccharose-Saccharaseverbindung 
in diesem Falle den Wert 54 betriigt, finden wir fiir das Ver- 
i hiltnis zwischen der letzteren und ersteren Konstante den 


Wert 54:7,7 = 7,0. Michaelis und Menten berechneten 


4 tir ihr Enzympriparat das Verhiltnis im Mittel zu 5,3. 


Wir wollen jetzt dieselben Berechnungen beziiglich unseres 
Enzyms, wenn es als Raffinase wirksam ist, ausfiihren. Aller- 
dings wurde nicht die Affinitatskonstante der Raffinase-Enzym- 
verbindung in derselben Weise wie die der Saccharose-Saccharase- 


> verbindung direkt bestimmt. Wegen der in der EKinleitung 


besprochenen Versuchsresultate von Kuhn iiber das konstante 


Verhaltnis der Saccharase- und Raffinasewirkung verschiedener 
5* 
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Hefen wollen wir aber versuchsweise in Ubereinstimmung mi 
den Kuhnschen Ergebnissen den Wert 0,30 als die Dissoziations. 
konstante unserer Raffinase-Raffinoseverbindung annehmep, 
Dieser Wert ist 16 mal gréBer als die Dissoziationskonstante 
der Saccharose-Saccharaseverbindung, und das Verhiltnis de 
beiden Affinititen also iibereinstimmend mit dem von Kuh 
berechneten Mittelwert. 

Die folgende Tabelle enthalt die aus den mitgeteilten Ver. 
suchen 1—5 in derselben Weise wie im Falle der Saccharase 
berechneten Werte der Affinititskonstanten der Glucose. 
Raffinaseverbindungen. 








0 r r 
Zucker _ Fs Ky 
Vv 





Raffinose 0,060 n. 














a-Glucose 0,150 n. 1,68 0,18 5,5 
Raffinose 0,060 n. 

Gleichgew.-Glucose 0,150 n. 2,00 0,125 8,0 
Raffinose 0,100 n. 

Gleichgew.-Glucose 0,100 n. 1,53 0,14 7,1 


Die Zahlen dieser Tabelle stimmen iiberraschend gut mit 
denen der Tabelle iiber Saccharase. Wir finden somit, dal 
unter Zugrundelegung desselben Verhiltnisses zwischen den 
Affinititen unseres Enzyms zu Saccharose und Raffinose wie bei 
den von Kuhn untersuchten Enzympriparaten dieselben = 
Affinititskonstanten zwischen der Raffinase und dene 
verschiedenen Formen der Glucose wie zwischen derf 
Saccharase und der Glucose sich berechnen. Wir 
miissen also die Identitit beider Enzyme als mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit sichergestellt ansehen. 


Hemmung der Raffinosespaltung durch Fructose. 


In derselben Weise wie die Hemmung durch die ver 
schiedenen Formen der Glucose wurde auch die Hemmung 
durch Fructose untersucht. Die Versuchsresultate finden sich 
in der folgenden Tabelle. 7 
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Zucker 








- 





Raffinose 0,060 n. 


Raffinose 0,060 n. 


Fructose 0,150 n. 


Raffinose 0,100 n. 


Raffinose 0,100 n. 
Fructose 0,100 n. 


© © o | Minuten 


os 








Drehung 


2,60 
2,59 
2,40 
2,24 
2,12 
0,805 
0,80 
0,70 
0,625 
0,54 
4,29 
4,28 
4,08 
3,87 
8,65 
3,08 
8,07 
2,93 
2,80 
2,65 


'Drehungs- 


bnahme 


a 


| 


Relative 
'_ Anfangs- 


| 
| 


igeschwin- 
digkeit 











bo 
—_ 


23 


14 


Die Berechnung der Affinitatskonstanten geschah wie 1m 


i Falle der Glucose. Wir finden folgende Werte fiir die Fructose- 














Raffinaseverbindung. 
Yy I I 
Zucker pin Ky 
Raffinose 0,060 nu. 
9 ld 
Fructose 0,150 n. =e " 
Raffinose 0,100 n. 0,117 8,6 


Fructose 0,100 n. 











Wir sehen also, daB die Affinitat unseres Enzyms zu der 
Fructose (die in Lésung vorhandene Gleichgewichtsform wurde 
nur untersucht) nur unbedeutend héher ist, als die Affinitat 
zur Glucose. Die nahe Ubereinstimmung der Glucose und der 





pnenemnarninaig. 
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Fructose beziiglich ihrer Affinitaéten zu unserer Saccharase 
wurde schon in der ersten Mitteilung berihrt. Die Hemmung 
der Saccharasewirkung erwies sich im Falle der Fructose als 
sehr nahe gleich der durch Glucose bewirkten Hemmung. Jetzt 
finden wir auch die Differenz unbedeutend, aber merkbar. 
Gerade wie im Falle der verschiedenen Formen der Glucose 
ist das starkere Hervortreten dieser Erscheinung erklirlich 
durch die viel schwichere Affinitat des Enzyms zu Raffinose 
als zu Saccharose. Die hemmende Substanz hat ja im Falle 
der Raffinose eine noch gréBere Affinitit zum Enzym als das 
Substrat selbst, wihrend der Rohrzucker eine 6—8mal 
gréBere Affinitit als die hemmende Substanz zum Enzym 
besitzt. 


Hemmung der Raffinasewirkung durch Galactose. 


Die Inversion des Rohrzuckers wurde auch von anderen 
Zuckern als den Spaltprodukten des Substrats gehemmt, und 
es war somit von Interesse, nachzupriifen, ob auch bei der 
Spaltung der Raffinose dieselben GesetzmaBigkeiten, die bei 
der Saccharasewirkung gefunden wurden, hervortreten. Zu f 
diesem Zweck wurden die folgenden Versuche mit Galaktose 
ausgefiihrt. Bei der Rohrzuckerspaltung wurde ja gefunden, 
daB die Verschiedenheiten der beiden Formen des Zuckers im 
Falle der Galaktose besonders stark ausgeprigt waren, indem 
die frisch geléste Form nur unbedeutende Hemmung zeigte, 
wihrend, nachdem das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen > 
Formen des Zuckers sich in der Lésung eingestellt hatte, die f 
Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit besonders grof fF 
war. Genau in derselben Weise liegen die Verhiltnisse bei f 
der Raffinosespaltung, wie aus den Ergebnissen der unten | 
tabellierten Versuche hervorgeht. : 

Wegen der starken Mutarotationsgeschwindigkeit der Galak- | 


tose ist die Hemmung durch die reine w-Form wabhrscheinlich [7 


noch kleiner als aus den obigen Zahlen hervorgeht. Jedenfalls | 
sehen wir hier, wie erwahnt, die groBe Differenz der beiden 
Formen. | 
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| Relative 
Versuch . ; . Drehungs-| Anfangs- 
Zucker Minuten | Drehung| op nahme geschwin- 
Nr. digkeit 
Raffinose 0,060 n. Siehe Versuch Nr. 6 21 
10 Raffinose 0,060 n. 0 3,58 o 7 
Gleichgew.- 0,5 3,58 — 
Galaktose 0,100 n. 10,5 3,51 0,07 
24 3,42 0,16 
36 3,36 0,22 
11 Raffinose 0,060 n. 0 3,58 —_ 16 
a-Galaktose 0,100 n. 0,5 8,57 —_ 
10 3,45 0,13 
24 3,36 0,22 
30 3,32 0,26 

















Versuch iiber die Hemmung der Raffinosespaltung 
durch Melibiose. 


Bei der Einwirkung von Raffinase auf Raffinose wird der 


: Zucker in Fructose und Melibiose gespalten. Da die Melibiose 
von der Raffinase nicht weiter gespalten wird, war es a priori 


: ziemlich unwahrscheinlich, daB die Melibiose eine meBbare 
 Affinitit zu der Raffinase bzw. Saccharase zeigen sollte. Nach 


‘der Auffassung von Michaelis und Pechstein?) wire ja die 


; Bindung eines hydrolysierbaren Zuckers nicht nur die not- 


Ae 
oa 
a 
we 


7 oder den Substraten) an einem kohlenhydratspaltenden Enzym 


‘ wendige, sondern auch die hinreichende Bedingung fir die 
> Hydrolyse des Zuckers durch das Enzym. Bisher ist die 


e 


Bindung eines zusammengesetzten Zuckers auBer dem Substrat 


nicht nachgewiesen worden. Da die Melibiose zu gleicher 
Zeit ein Disaccharid, welches hydrolysierbar ist, und ein 
Spaltungsprodukt der Raffinose darstellt, bot aber die Unter- 
suchung besonderes Interesse. Der Versuch fiel aber nega- 
tiv aus. 





1) Michaelis und Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914). 
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Da reine Melibiose uns nicht zur Verfiigung stand, wurde 
folgendermaBen vorgegangen: Eine Raffinoselésung wurde mit 
etwas Saccharaselésung versetzt. Nachdem die Spaltung de 
Raffinose vollstindig war, wurde die Lésung auf 100° erhitzi, 
wodurch das Enzym vollstindig inaktiviert wurde. Die 
erhaltene Lésung enthielt Fructose und Melibiose in mole. 
kularem Verhaltnis. Um die Hemmung der Fructose av. 
zuschalten, wurde deshalb bei dem Kontrollversuch ohn 
Melibiose gleich viel Fructose zu der Raffinoselésung zugesetut 
als in der Lésung mit Fructose und Melibiose zugegen war. 

Das Versuchsresultat geht aus der untenstehenden Tabelle 
hervor. 














sain Zucker Minuten | Drehung sired 
12 Raffinose 0,060 n. 0 1,55 -- 
Fructose 0,089 n. 0,5 1,54 — 
12,5 1,40 0,15 
20 1,33 0,22 
36 1,19 0,36 
13 Raffinose 0,060 n. 0 4,48 — 
Fructose 0,089 n. 0,5 4,47 os 
Melibiose 0,089 n. 12,5 4,33 0,15 
20 4,27 0,21 
36 4,14 0,34 














Kine auf eine Affinitat zwischen Melibiose und Enzym 
zurickzufiihrende Hemmung ist nicht bemerkbar.. Die sehr F7 
schwache Herabsetzung der Spaltungsgeschwindigkeit kann voll- : 
standig auf die durch Erhéhung der totalen Zuckerkonzentratio F 
bedingte Anderung der Natur des Lisungsmittels zuriickgefiihr ; 
werden. | 


Die Tatsache, daB die Saccharase und die Raffinase i 
ihrem Verhialtnis gegeniiber solchen Zuckerarten, welche nicht F 
das spezifische Substrat des einen oder anderen Enzyms aus 
machen, sich vollkommen gleichartig verhalten, muB, wie er- 
wihnt, als eine besonders starke Stiitze fiir die Annahme det 
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Identitit beider Enzyme angesehen werden. Das konstante 
Verhaltnis der Affinititen der beiden Enzyme zu ihren respek- 
tiven Substraten ist nicht allein beweisend. Die Konstanz 
des Quotienten 


Raffinasezeitwert 
Saccharasezeitwert 





fir verschiedene Enzympraparate verschiedenen Reinheitsgrades, 


‘welche von Kuhn nachgewiesen worden ist, kénnte auch dadurch 


erklirt werden, daB die beiden Enzyme bei dem angewandten 
Reinigungsverfahren sich einander begleiten. Zwei Enzyme 
mit groBer Ahnlichkeit beziiglich ihrer kolloidalen und ampho- 


‘teren Kigenschaften wiirden sich verschiedenen Adsorptions- 
'mitteln gegeniiber ahnlich verhalten. 


Die Befunde Lindners iiber die Vergarung der Saccharose 


‘und Raffinose von verschiedenen Hefen, nimlich daB einige 
© Hefen nur Rohrzucker und nicht Raffinose, andere umgekehrt 


Raffinose und nicht Rohrzucker vergiren kénnen, wiirde nachher 


Pals eine Stiitze fir die Annahme Willstatters, daB be- 
'sondere Zymasen fiir die Vergirung der verschiedenen 
zusammen gesetzten Zuckerarten existieren, betrachtet werden 
» kénnen. 


Wie einleitungsweise hervorgehoben wurde, ware es nicht 


: unwahrscheinlich, daB auch die Gentianose und Stachyose von 
der Saccharase gespalten werden, und die Saccharase wiirde 


eine allgemeine Fructosidase darstellen. Die Annahme, dab 


‘gerade der Fructoserest die Bindung der Substraten zum 
' vorliegenden Enzym vermittelt, wiirde, wenn die Identitat 
von nicht nur Saccharase und Raffinase, sondern auch die 
der Saccharase, Gentianase und Stachyase bewiesen werden 
"konnte, neue Stiitze erhalten. Die verschiedene Affinitat 
*des Enzyms zu den verschiedenen Spaltungsprodukten des 


Rohrzuckers kann aber noch nichts Bestimmtes hieriiber aus- 
sagen, um so mehr, wenn wir die groBen Unregelmiabigkeiten 
beziiglich der Affinitat des Enzyms zu Fructose, Saccharose 
und Raffinose ins Auge fassen. Wie es kommt, da8 die Heran- 
tretung des Glucoserestes an der Fructose die Affinitat zum 
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Enzym mehr als verfiinffacht, wahrend die Herantretung des 
Melibioserestes an der Fructose die Affinitit etwa zu einem 
Drittel der Affinitat zwischen Enzym und Fructose herabdriickt, 
14Bt sich noch nicht sicher beantworten. Es fragt sich aber, 
ob nicht die Affinitit der Glucose zu Saccharase, welche 
nicht weit hinter der Affinitat der Fructose kommt, fiir die 
gesteigerte Affinitat zum Rohrzucker verantwortlich sein 
kénnte, wihrend im Falle der Raffinase der Melibioserest 
keinen positiven EinfluB ausiibt. Unsere Versuchsergebnisse 
sprechen jedenfalls nicht dagegen. 
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Experimentelle Beitrige zu einer rationellen Systematik 
der EiweiBkérper. 


I. Die Chromoproteide. 


Von 


H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1924.) 


Aus der groBen Klasse der KiweiBkérper hat sich im 
Laufe der Zeit mit fortschreitender tieferer Einsicht in den 
Bau der KiweiBstoffe eine besondere Gruppe abtrennen lassen: 
die zusammengesetzten KiweiBkérper. Sie werden fir Sub- 
stanzen gehalten, die komplizierter gebaut sind wie die ein- 
fachen KiweiBkérper, und zwar nimmt man an, daB die letzteren 
mit einer nicht eiweiBartigen Gruppe, fiir die von Kossel}) 
die Bezeichnung ,,prosthetische Gruppe“ eingefiihrt worden ist, 
verbunden sind, Fiir diese Substanzen ist die Benennung 
,Proteide“ allgemein gebrauchlich, im Gegensatz zu den ein- 
fachen KiweiBkérpern, die als ,,Proteine“ bezeichnet werden. 


1Je nach der Natur der prosthetischen Gruppe hat man unter- 


schieden: die Chromoproteide, in denen die prosthetische Gruppe 
eine Farbstofigruppe ist, die Nucleoproteide, in denen die Kiweib- 
kérper mit Nucleinsiuren verbunden sind, und die Chondro- 
proteide, in denen eine Verbindung von Chondroitin- bzw. 
Mucoitinschwefelsiure mit Kiwei®kérpern vorliegt. Daneben 
gehen noch die Bezeichnungen ,,Glucoproteide, Phosphoproteide“ 
und ihnliche; aber da die Natur der prosthetischen Gruppe 


') Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1891, S. 181, 18938, S. 157. 
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hier nicht genau bekannt ist, so ist es auch nicht sicher, ob 
diese Kérper wirklich in diese Gruppe mit aufzunehmen sind, 
Uber die Art der Verbindung nun von EiweiB und der pros. 
thetischen Gruppe herrscht bisher keine klare Vorstellung: 
man lieB entweder die Art der Bindung gianzlich offen oder 
sprach sich dahin aus, daf sie ,,salzartig“ ware.  Hinige 
Yorscher haben auch an eine esterartige Bindung zwischen 
den beiden Kérpern gedacht. Nur die Amerikanische Physio. 
logische Gesellschaft und die Amerikanische Gesellschaft fiz 
biologische Chemie betonen in der von ihnen angenommener 
Klassifikation der EKiweiBstoffe ausdriicklich, daB die zusammen. 
gesetzten KiweiBbstoffe Substanzen sind, die das Proteinmolekiil 
mit einem oder mehreren anderen Molekiilen in anderer als 
Salzbindung enthalten. 

Fiir eine von diesen Gruppen ist nun eine sichere 
Erkenntnis der Art der Bindung der prosthetischen Gruppe an 
das EiweiB méglich gewesen: es ist der Nachweis erbracht, 
daB saimtliche bisher niher untersuchten Nucleoproteide Salze 
von Nucleinsiuren mit Eiwei8kérpern sind. 

Es lag nun nahe, zu priifen, ob nicht auch die anderen 


Gruppen der Proteide Salze von Kiwei8kérpern mit den ent & 


sprechenden prosthetischen Gruppen seien. Wir haben un 
daher zunichst die Gruppe der Chromoproteide ausgesucht 
und als charakteristischen Vertreter das Himoglobin gewiahlt 
Das Himoglobin enthalt neben einem basischen EKiweibkérper, 


dem Globin, das Hamochromogen, das eine ausgesprochene F 
Saiure ist, und so ist es erklarlich, daB schon von frihere: F 
Forschern daran gedacht ist, ob die Bindung zwischen dei — 
beiden Stoffen nicht eine einfache Salzbindung wire. Aber > 
merkwiirdigerweise hat man sich nicht zu einer klaren Formu- 


lierung dieser Verhialtnisse entschlieBen kénnen. Es schwanken 


die Angaben zwischen einer salzartigen und einer esterartige E 


Bindung bei den einzelnen Autoren und die meisten Lehr 
biicher umgehen iiberhaupt diese Frage und schweigen sich 
vollig aus. 


DaB die Verbindung zwischen dem Globin und dem Himo- § 


chromogen sehr locker ist, dariiber sind sich alle Untersucher 


wit ema: nn an «st 2: 22:-C—C KO. O.0O0OClCO 
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einig. Kine nahere Bestimmung der Art der Bindung scheiterte 
bisher aber daran, daB die Farbstoffkomponente gegen selbst 
sehr schonende Hingriffe ‘uBerst empfindlich ist. Man kann 
gwar nach Gamgee!?) das Haimoglobin durch Elektrolyse zer- 
legen, aber dabei sind sekundire Prozesse schwer auszuschalten ; 
die Reaktion, die allgemein zur Zerlegung des Himoglobins 
gedient hat, ist die Spaltung mit verdiinnter Salzsiure. Ver- 
diinnt man Blut oder eine reine Hamoglobinlésung mit einer 
passenden Menge Wasser und iiberschichtet die Lésung mit 


‘einem Gemisch von Ather und etwas Alkohol, setzt nun 1 
bis 2 Tropfen verdiinnter Salzsiure hinzu, so geniigt ein kurzes 


oberflichliches Mischen, um sofort den gesamten roten Farb- 
stoff in die itherische Lésung zu bekommen. In der voll- 
kommen farblosen waBrigen Liésung ist selbst spektroskopisch 


}kaum noch Farbstoff nachzuweisen. Diese Reaktion, eine der 


auffilligsten der physiologischen Chemie, ist schon sehr friih 
und sehr oft niher untersucht worden. Es soll sich zunidchst 


'ein Zwischenprodukt, das Acidhaimoglobin, bilden; laBt man 


aber die Reaktion bis zu Ende gehen, so erhilt man, wenn 
man von reinen Himoglobinlésungen ausgeht, rund 94°/, Globin, 
4,5°/, Hamochromogen und nur 1,5°/, unbekannte Stoffe.”) Diese 


letzteren, wenn es sich bei der Differenz iiberhaupt nicht um 
-unvermeidliche Versuchsfehler handelt, gehéren wohl gewiB 


nicht unmittelbar zum Molekiil des Himoglobins, sondern sind 


kleine Verunreinigungen. Das Himoglobin zeichnet sich ja 
' durch sein groBes Adsorptionsvermégen besonders aus. 


Kine weitere Untersuchung dieses Vorganges ist bisher 


nicht vorgenommen, wohl weil die urspriingliche Farbstoff- 
' komponente rasch weiteren Verainderungen unterliegt. Die 
» Versuchsanordnungen werden auch sehr kompliziert, wenn man 


sich gegen die Umwandlung des Himochromogens in Himatin 
schiitzen will; wir haben nun aber geglaubt, daB es fiir die 
Entscheidung der Frage nach der Bindung der beiden Kom- 
ponenten im Hamoglobin gleichgiiltig ist, ob man es hier mit 
dem unverinderten Himochromogen oder dem Himatin zu tun 





1) Proc. Roy. Soc. Bd. 68, S. 508 (1901); Bd. 70, S. 79 (1902). 
*) Lawrow, Diese Zs. Bd. 26, S. 343 (1898). 
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hat. Denn diese Verinderungen des Farbstoffes werden sich 
héchstwahrscheinlich an dem Eisenatom abspielen und habe 
mit der Bindung des Farbstoffes und des Globins nichts x 
tun, wihrend man die Bindung des sauren Farbstoffes an da 
Globin eher in den Carboxylgruppen des Himochromogens uni 
den Amidogruppen des Globins zu suchen haben wird. Ver. 
indert sich also waihrend der Reaktion der Farbstoff und geht 


in Himatin iiber, so wird man bei seiner spateren Benutzun § 
Koérper bekommen kénnen, die dem Methamoglobin nahe stehen § 


Das Methimoglobin wird sich in seiner KiweiBfarbstoff bindun: F 


kaum vom Himoglobin unterscheiden. 


Spektroskopisch haben die hier besprochene Reaktion : 


schon Ham und Balean?) verfolgt; sie haben aus ihren Be. 


obachtungen geschlossen, daB in der Tat das Himoglobin ein § 


Salz des Himochromogens und des Globins sei. Sie glaubten 
sogar beweisen zu kénnen, daB man das Globin auch durch 


einige andere Kiweifkorper ersetzen kénne. Menzies?) freilich, & 
der ihre Versuche unter den verschiedensten Bedingungen — 


wiederholt hat, konnte nicht zu den gleichen Resultaten 
kommen. 

Wir haben die Verhaltnisse durch folgende Versuche aui: 
zukléren unternommen: Kine diinne Lésung von reinem krystalli- 
sierten Himoglobin aus Pferdeblut wurde durch Zugabe weniger 
Tropfen verdiinnter Salzsiiure gespalten und mit Ather aus 
geschiittelt. Die aitherische Lésung, die das salzsaure Hamatin 
enthielt, wurde im Scheidetrichter abgetrennt und mit Wasser, 
dem einige Tropfen Natronlauge zugesetzt waren, geschiittelt. 
Der Farbstoff ging nunmehr als Natriumsalz vollig in das 
Wasser iiber, der Ather wurde ginzlich farblos. Nunmehr 
wurde die wiBrige Lisung durch einen Luftstrom vom Ather 


befreit. Gab man jetzt zu der waBrigen Lésung des Globin- F 
chlorhydrates diejenige Menge von der Lésung des Himatin- F 


natriums in dem Verhiltnis, wie die beiden Substanzen aus 


{RR asian ite epi attts 


dem Hiamoglobin erhalten worden waren, so entstand elf 





1) J. of Physiol. Bd. 32, S. 312 (1905). 
*) J. of Physiol. Bd. 49, S. 452 (1915). Die Originalarbeit war uns Ff 
leider nicht zuginglich. : 
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yotlich-brauner Niederschlag, der den gesamten Farbstoff in 
ich schloB; das Filtrat enthielt keine Spur mehr von Hamatin. 
Ebenso war das Filtrat vollkommen eiweiBfrei. Wurden die 


das petreflenden Lésungen aber in anderen Verhiltnissen zusammen- 
inj gebracht, so konnte im Filtrat von dem rotlich-braunen Nieder- 
schlage immer einer der Bestandteile, entweder der Farbstoff 


oder das Globin, nachgewiesen werden. 
Der Niederschlag gab bei der Analyse folgende Werte: 


en, : 0,3179 g Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum bei 100° 
70,0288 g = 9,06 °/, H,0. 


10 

2 0,1298 g der lufttrockenen Substanz gaben, nach Dumas ver- 
_ —P brannt, 17,5 ccom N bei 17,8° und 770 mm = 16,30°/, N. 
100 0,1094 g Substanz gaben 15,3 ecm N (t = 17°, p = 760 mm) = 
Be 16,46°/, N. 
eine 0,7517 g Substanz verbrauchen 15,5 cem Thiosulfatlésung (9,1 cem 
ten Bcet Thiosulfatlésung entsprechen 2 mg Fe) = 0,45°/, Fe. (Fe-Bestimmung 
ol mach Neumann.) 
che Fiir die Kohlenstoff-Wasserstoff bestimmungen wurde Sub- 
* stanz benutzt, die vorher bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
ae worden war. 

4 4,31 mg Substanz gaben 8,610 mg CO, und 2,650 mg H,O = 54,52°/, C 

at Fund 6,83°/, H (Wrede). 


- 6,525 mg Substanz gaben 13,015 mg CO, und 4,065 mg H,O = 54,39°/, C 
lh. und 6,92°, H (Wrede). 


Rechnet man simtliche Werte fiir trockene Substanz aus, 

"Bso erhilt man folgende Zahlen: 

) 54,529/, C; 54,89°/, ©; 6,83°/, H; 6,92°/, H; 18,01°/, N; 0,499, Fe. 
Vergleicht man damit die in der Literatur angegebenen 

ahlen fir Hamoglobin, so ergibt sich fast véllige Uberein- 


TP bene simone RPL 
paps 












“ stimmung.?) 
e . ° ° ba ae 
: Unsere Substanz ist in Wasser ganz unldslich, es kann 


Dsich also nicht um ein gewdhnliches Hamoglobin oder Met- 
Thimoglobin handeln. Wir sind geneigt, die Unléslichkeit auf 
Seine Veranderung der Globinkomponente zu schieben, denn 
)Globin, langere Zeit aufbewahrt, verliert leicht seine Léslich- 


‘) Eine Zusammenstellung von Haimoglobinanalysen siehe z B. bei 


uns | Cohnheim, Chemie der EiweiBkérper. 3. Auflage. Braunschweig, 
»Vieweg & Sohn. 1911. S. 336. 
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keit ebenso wie das Hamoglobin selbst. Wir konnten wege 
der Unléslichkeit der Substanz auch keine spektroskopischa 
Untersuchungen vornehmen und haben in folgender Weise un; 
weiter geholfen: Versetzte man eine waBrige Aufschwemmuy 
der Substanz mit wenigen Tropfen verdiinnter Salzsiure uni 
schiittelte nun mit Ather, so verhielt sie sich genau so wie 
Himoglobin. Die Farbstoffkomponente wurde villig von 
Ather aufgenommen und zuriick blieb eine farblose Losuy 
von salzsaurem Globin. Dieser Versuch scheint uns fiir die 
Salznatur des Himoglobins beweisend; man konnte aus de 
itherischen Lésung das Hamatin wieder mit sehr verdiinnte 
Natronlauge herausholen und nun mit dieser Lésung wn 
Hamatinnatrium die Lésung des salzsauren Globins wiede 
ausfillen. Dann erhielt man wieder den gleichen Niederschlag 
wie im Anfang. Wir haben auch versucht, den Niederschlag 
von Himatin-Globin zur Krystallisation zu bringen, haben damit 
aber keinen Erfolg gehabt. 


ist nun das Himoglobin ein Salz des Hamatins und dali 


Globins, so muBte man erwarten, daB auch andere basische 


EiweiBkérper sich mit dem Hamatin wiirden vereinigen lassen 


Wir haben also mit einer Lésung von Himatinnatriun 
Lésungen von Protaminsulfat, von krystallisiertem Ovoglobulin 
von krystallisiertem Ovalbumin und von krystallisiertem Serun- 


albumin aus Pferdeblut geprift, ob hier entsprechende Nieder 


schlige entstehen, haben aber in keinem Falle das Auftreta 
eines solchen beobachten kénnen. War die Reaktion de 


Versuchslésungen nicht genau neutral, so erschien wohl beg 
schwach saurer Reaktion gelegentlich eine spiirliche Fallung® 


aber diese erwies sich bei genauerer Analyse als salzsaure 


—— i to et ot lel elUlUCUC POCO, eet elle CU ,LlCUMlCUMCUD 


rm bed © ——_— —<_ rr 


Haimatin. Man muB also annehmen, daB gerade das Globi . 


fir eine Verbindung mit Hamatin bzw. Haimochromogen be 
sonders geeignet ist; worin dieses Verhalten begriindet isi 


entzieht sich vorlaufig unserer Kenntnis. Dieses elektive Ver¥™ 


halten der beiden Himoglobinkomponenten zueinander lat «& 
iiberhaupt begreiflich erscheinen, da8 das Haimoglobin imme 
als charakteristischer Zellbestandteil angetroffen wird. 


Als eine Folgerung unserer Resultate miiBten wir nunmeliy 
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guch die Gruppe der Chromoproteide fallen lassen und an ihre 
Stelle das Himochromogen mit seinen Derivaten und das 
Globin setzen und jeden Kérper an dem ihm zukommenden 
Orte der physiologisch-chemischen Substanzen behandeln; wir 
halten aber aus den gleichen Griinden wie bei den Nucleo- 
proteiden eine solche radikale Anderung vorliufig nicht fiir 
zweckmaBig, sondern behalten die historische Bezeichnung bei. 
Es ist nur auch im Falle der Chromoproteide daran zu denken, 


‘daB sie nicht komplizierte EKiweiSkérper mit verwickelter 


Struktur, sondern einfache Salze sind. Wir glauben noch eine 
weitere Holgerung an unsere Versuche anschlieBen zu miissen. 
Man hat sehr viele Versuche iiber die Hamolyse angestellt 
und sich bei der Beurteilung einer solchen Hiamolyse darauf 
beschrinkt, zu sehen, ob Blutfarbstoff aus den roten Blut- 
kérperchen in Lésung gegangen ist. Da nun das Haimoglobin 
sich so auSerordentlich leicht in seine Komponenten zerlegen 
liBt, so hat man zugleich mit dem Austritt des Hamoglobins 


; aus den Blutkérperchen auch mit seiner Zerlegung zu rechnen, 


und man muB jedesmal, wo Himolyse auftritt, sich titberzeugen, 
sei es durch spektroskopische Untersuchung oder durch Ex- 
traktion mit Ather, ob nicht auch eine solche Zersetzung des 
Hamoglobins stattgefunden hat. Die hierfiir nétige Siuremenge 


I ist sehr gering und gewi® oft genug bei den fritheren Ver- 
suchen vorhanden gewesen. 


Fir unsere Anschauungen iiber die chemischen Vorgange 
in den Zellen sind die neuen Ergebnisse iiber die Natur der 


 roteide von grundlegender Bedeutung. Sie scheinen uns 








wesentlicher zu sein, wie etwa die Aufstellung eines neuen 


Systems der Kiwei8kérper. Eine Erklirung der in der Zelle 


» sich abspielenden chemischen und _physikalisch-chemischen 


Vorgiinge wird einfacher und verstiindlicher, wenn man sich 
liber die Salznatur der Proteide klar ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 6 
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Experimentelle Beitrige zu einer rationellen Systematik 
der Eiweifikérper. 


II. Die Chondroproteide. 


Von 


T. Takahata. 


———ome 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1924.) 


In einer Reihe von Arbeiten, die im hiesigen Institut . 


ausgefiihrt sind, ist gezeigt worden, daB die Nucleoproteide 
Salze von Nucleinsiuren mit basischen EiweiBkérpern sind und 


—“e es (2 wet aec ff, Ss FO Cc 


daB der Hauptvertreter der Gruppe der Chromoproteide, das : 
Hamoglobin, gleichfalls ein Salz des Himochromogens mit F) 
einem basischen Eiwei®kérper, dem Globin, ist.t) Diese Fest. 


stellungen sind fiir die Systematik der EiweiSstoffe von groBer 
Bedeutung; denn nunmehr fallen weder die Nucleoproteide 
noch die Chromoproteide im strengen Sinne mehr unter den 
Begriff der Proteide, wie dieser bisher formuliert worden ist. 
Man hatte sich friiher vorgestellt, daB die Proteide kompliziert 
zusammengesetzte KiweiBkérper seien, die aus einem EKiweib- 
stoffe bestainden, der in nicht niher definierter Weise eine 
sogenannte ,,prosthetische Gruppe“ besife. Dieser Begriti 


Fe eG a saat let a age 


der prosthetischen Gruppe, der seinerzeit eingefiihrt worden F 
ist, um besonders die Nucleoproteide in augenfalliger Weise [ 
von den iibrigen KiweiBstoffen zu unterscheiden, hat mit fort- P 


schreitender Erkenntnis der Bindungsverhiltnisse in den Pro- 
teiden eine starke Hinschrankung seines Bedeutungsinhaltes 





1) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 136. S. 75 (1924). 
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erfahren. Die Vertreter der prosthetischen Gruppe sind Saure- 


_gruppen, die die Kigenschaften haben, mit basischen Kiweif- 
kérpern Salze zu bilden, und man kénnte mit dem gleichen 
' Rechte auch z. B. die Pikrinsiure, die Phosphorwolframsiure, 


‘die Gerbsiure, die Gallensiuren und viele andere mehr als Ver- 
‘treter der prosthetischen Gruppe bezeichnen. LaBt man die 


' Bezeichnung prosthetische Gruppe aber giinzlich fallen, so ergibt 
'sich eine einfache und plausible Kinteilung der gesamten 
' KiweiBstoffe, in der die viel umstrittene Gruppe der Proteide 
: iiberhaupt nicht mehr auftritt. ,Analog’) der Ordnung der 
Elemente in eine Spannungsreihe, an derem einen Ende das 
| Element mit der gré8ten positiven Ladung steht und an derem 





‘anderen Ende dasjenige mit der gréBten negativen Ladung, 


vihrend alle anderen sich gem&® ihrer elektrischen Ladung 


"in diese Reihen einordnen, mu8 man auch die EiweiSkérper 


"in eine Reihe bringen, die mit den EiweiBkérpern sauren Cha- 
“yrakters anfangt und mit denen basischer Natur aufhért. Je 
nach seiner mehr sauren oder basischen Natur bekommt jeder 


RR GUMMY AONE beh 98 ‘ 


SHARE RR PIE i RA roti og eas ice ae isle 


iKiweiBkérper seine Stellung in dieser Reihe.“ Die Gruppe 


der Proteide fallt kiinftig als solche ganz fort; wenn man die 
alten historischen Namen beibehalt, so geschieht es nur aus 


 ZweckmiBigkeitsgriinden, um wiaihrend einer gewissen Uber- 
'gangsperiode die Verwirrung in der Nomenklatur nicht gar zu 


groB werden zu lassen. Die wenigen EiweiBstoffe, iiber deren 
Bau man sich im allgemeinen noch nicht klar ist, wie das 


'Casein oder etwa das Ovalbumin, fihre man fiir sich gesondert 


an als noch nicht in der Zusammensetzung aufgeklirt. Das 


jist zweckmiBiger, als sie willkirlich bald dieser oder jener 


Gruppe zuzurechnen. 
Um diesen Ansichten noch eine weitere Stiitze zu geben, 
war es notwendig, auBer den Nucleoproteiden und den Chromo- 


Hproteiden noch die letzte Gruppe dieser Kérperklasse der 


Proteide zu untersuchen. Es handelt sich um die sogenannten 
Glucoproteide, zu denen die Mucine, die Mucoide, Chondro- 
proteide und die Phosphorglucoproteide gerechnet werden. Die 


) H. Steudel, Biochemische Untersuchungen iiber Zellkernfragen, 


) Klin. Wochenschr. 2. Jahrgang Nr. 39, S. 1791 (1923). 
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Zusammensetzung der Glieder dieser Gruppe ist nicht iiberal] 
so gut bekannt wie etwa bei den beiden bisher untersuchte, 
Gruppen der Nucleoproteide und der Chromoproteide. An 
eingehendsten sind unsere Kenntnisse bei den Chondroproteiden: 
hier ist die saure Gruppe durch die Arbeiten Mérners und 
Schmiedebergs wohlbekannt; es handelt sich um die Chon. 
droitinschwefelsiure, deren Konstitution neuerdings von Levene 
genauer erforscht ist, so daB sogar eine detailierte Formel fiir 
die Substanz aufgestellt werden konnte. AuBer der Chondroitin. 
schwefelsiure beschreibt Levene eine ihr sehr ahnliche Siur & 
als Komponente mancher Mucine und Mucoide, die Mucoitin. 
schwefelsiure, die sich von Chondroitinschwefelsiure nur durch 
einen etwas anders gebauten Aminozucker unterscheiden soll. 

Wir haben unsere Untersuchungen damit begonnen, indem 
wir uns zunichst Chondroitinschwefelsiure herstellten. Daz 
wihlten wir als Ausgangsmaterial ein Pseudomucin, das aus 
einer Ovarialcyste gewonnen war. Die Substanz gab die be. 
kannten Reaktionen der Mucine aus Ovarialcysten, speziell 
spaltete sie beim Kochen mit Siuren einen reduzierende 
Koérper ab. Um aus dem Material die Chondroitinschwefel- 
siure herzustellen, bedienten wir uns des Verfahrens von 
Moérner, das auch Levene zu seinen Untersuchungen a 
zahlreichen Mucinkérpern angewandt hat. Wiahrend aber Le- 
vene’) immer mit dieser Methode das Vorhandensein von 
Chondroitin- bzw. Mucoitinschwefelsiure in seinen Substanzen 
konstatieren konnte, hatten wir bei der Untersuchung selbst 
sehr groBer Mengen unseres Pseudomucins keinen Erfolg. Wi & 
haben bei der Verarbeitung von etwa 100 g Substanz keine F 
Spur von der fraglichen Saure erhalten, trotzdem sicher mit 5 
Siuren abspaltbare reduzierende Substanz in dem Stoffe ent- : 
halten war. Sieht man sich die von Levene verdffentlichten § 
Analysen seiner Ausbeuten an Chondroitin- bzw. Mucoitin- 
schwefelsiure naiher an, so findet man allerdings sehr grobe 
Differenzen, die einem zweifelhaft erscheinen lassen, ob er auch 
wirklich immer die gesuchte Substanz in Hinden gehabt bat. 
Wir wollen das aber ganz dahin gestellt sein lassen und er: 





) Journ. of biol. chem. Bd. 36, 8S. 105 (1919). 
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wihnen unsere Versuche nur, um darauf hinzuweisen, daB die 
Verhaltnisse bei den Glucoproteiden uns doch noch nicht so 
klargestellt zu sein scheinen, wie man das nach den Levene- 
schen Untersuchungen vermuten kénnte. 

Die fiir unsere Versuche nétige Chondroitinschwefelsiure 
haben wir uns dann nach dem Schmiedebergschen?) Ver- 
fahren, freilich unter Vermeidung der umstindlichen Kupfer- 
Kalifallung, aus Nasenscheidewinden vom Schwein hergestellt. 
Hier gelang es sofort, ein sauberes Praparat von chondroitin- 


' schwefelsaurem Kalium zu erhalten, das wir fiir alle unsere 


Versuche benutzt haben. Es war ein weibes staubendes 


| Pulver, das bei der Analyse den richtigen Wert fir Stickstoff 
/und Schwefelsiure gab. 


Will man nun kinstlich Salze der Chondroitinschwefel- 


| siure mit EiweiBkérpern herstellen, die einigermaBen den natiir- 


lichen Produkten nahe kommen, so ist man in einer gewissen 
Verlegenheit, weil die EKiweiBkomponenten der Chondroproteide 


' noch weniger untersucht sind wie die der Nucleoproteide. Wir 


haben also, da dieser KiweiBpaarling aller Voraussetzung nach 


‘ein basischer EiweiBkérper sein muB, des Vergleichs halber 
‘zuerst ein Protamin gewihlt. Wir wollen damit natiirlich 
) nicht behaupten, daB nun auch der Paarling der Chondro- 
| proteide in die Klasse der Protamine gehére. Es wurden also 


5 ¢ Clupeinsulfat in heiBem Wasser gelést und mit einer wib- 
rigen Auflésung von 5,6 g chondroitinschwefelsaurem Kalium 


' nach dem Erkalten versetzt. Ks entsteht ein weiBer Nieder- 
E schlag, der mehrmals mit Wasser ausgewaschen und dann mit 
: Alkohol und Ather getrocknet wird. Ausbeute etwa 8,0 g. 
' Das Chondroprotamin gibt starke Biuretreaktion, in Lésung 
» gebracht keinen Niederschlag mit Essigsiure oder Leimlésung 
' und spaltet beim Kochen mit Salzsiure und Bariumchlorid 


Schwefelsiure ab. Die Analyse ergab folgende Zahlen: 
0,2000 g Substanz neutralisieren 20,00 ccm n/10-Siure (Kjeldah}). 


0,2000¢ _,, , 20,10cem is, 
0,300 g Substanz geben 0,0714 g BaSQ,. 
0,3000 g PA »  0,0712 g BaSQ,. 

Gef. N = 14,08°/, S = 8,26°/,. 


ee 





) Arch, fiir exper. Pathol. Bd. 28, S. 355 (1891). 
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Da das Clupein schwefelfrei ist, so kann man aus dey 
Schwefelgehalt den Gehalt des Chondroclupeins an Chondroitin. 
schwefelsiure berechnen. Walt man fiir die Chondroitin. 
schwefelsiure die von Levene _ vorgeschlagene Forme 
C,,H,,0..N,8,, die 3,00°/, N und 6,85°/, S verlangt, so finde; 
man, daB das Chondrociupein aus 47,5°/, Chondroitinschwefel. 
siure und aus 52,5°/, Clupein besteht. Aus diesen Werten 
berechnet sich fiir Clupein ein Stickstoffgehalt von 24,1° 
der mit den aus der Literatur bekannten Werten (25,00 bis 
25,72°/,) ganz gut sich vereinen laBt. 

Wir haben weiter versucht, eine Verbindung von Chon. 
droitinschwefelsiure mit Ovalbumin herzustellen, aber neutrale 
Lésungen der beiden Substanzen gaben keinen Niederschlag, 
siuerte man vorsichtig mit Essigsiure an, so entstand zwar 
eine Fallung. Diese bestand aber nach den Analysenergebnissen 
aus unverindertem Ovalbumin. 

0,7000 g Substanz gaben 0,0747 g BaSQO, = 1,47°/, S. 

0,2000 g - sittigen 19,0 cem n/10-Siure (Kjeldahl). 

0,2000 g - i 18,8 cem - “ 


Gef. 13,24°/, N. 
Da das Ovalbumin 1,4—1,6°/, S und 14—15°/, N ent- 
halt, so ist hier keine Verbindung mit Chondroitinschwefel- 
siure eingetreten. 


Wie Ovalbumin verhielten sich ferner Edestin und ein f- 
Praparat von Pepton. Dagegen konnten wir mit Collagen ein F 


Salz erzeugen. Das Collagen bzw. das Glutin dient ja allgemein 
zum Nachweis der Chondroitinschwefelsiure nach Mérner. 
Hine wiBrige Lésung von 5 g Collagen aus Knorpel von 
der Nasenscheidewand des Schweines wurde mit einer wiib- 
rigen Auflésung von 3,5 g chondroitinschwefelsaurem Kalium 
versetzt und schwach mit Essigsiure angesiuert. Es erschien 
ein anfangs sehr gelatinéser Niederschlag, der allmahlich mebr 


fadenziehend und klebrig wurde; er wurde mit Wasser ge- 
waschen und erhartete dann unter Alkohol zu einer bréckligen F~ 


Masse, die griindlich mit Alkohol und Ather getrocknet wurde. F 


So wurde ein weiBliches Pulver erhalten, das trocken etwa : 


7g wog. 
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Das von uns benutzte Collagen lieferte folgende Analysen- 


 werte: 


1g Substanz ergab 0,0227 g BaSO, = 0,30°/, S 
0,3000 g Substanz siittigen 31,1 cem n/10-Séure (Kjeldahl). 
0,2000 g ‘ = 20,8 ecm “a - 


Gef. 14,53°/) N 0,30°/, S 
Das Chondrocollagen gab folgende Analysenzahlen: 
0,5000 g Substanz ergaben 0,0529 g BaSO, = 1,45°/, S. Eine zweite 


© Bestimmung ergab den gleichen Wert. 


0,2000 g Substanz sattigen 17,8 ccm n/10-Séure (Kjeldahl). 
0,2000 ¢ i Pe 17,65 cem ‘s 


Gef. 1,45, S 12,38°/, N 
Da die Chondroitinschwefelsiure 6,68°/, S und 2,92°/, N 


© enthillt, so berechnet sich ein Verhiltnis von 82,5°/, der 
'Verbindung als Collagen und von 17,5°/, als Chondroitin- 
: ' schwefelsiure. 


Mit unserer Auffassung der Chondroproteide als Salze der 


‘ ) Chondroitinschwefelsiiure mit Kiwei8kérpern stehen wir nun 
' keineswegs allein. Vielmehr hat sich schon Schmiedeberg 
dahin geiuBert, daB hier Salze vorliegen; seine Angaben sind 
'damals aber wenig beachtet worden. Er vergleicht die Chon- 
' droitinschwefelsiure mit der Gerbsiure und er hat schon durch 
_ Fallen einer Leimlésung mit chondroitinschwefelsaurem Kalium 
: bei schwach essigsaurer Reaktion einen teigartigen Niederschlag 
“erhalten, der ,aus demselben Glutinchondrin besteht, wie das, 
welches direkt aus dem Knorpel erhalten wurde.) Dieser 
ul Kérper ist von uns als Chondrocollagen bezeichnet. DaB das 
'Kiereiwei8 und das Serumalbumin mit Chondroitinschwefel- 
. | siure, wieSchmiedeberg meinte, schwerlésliche Verbindungen 
i eingehen, ist allerdings nach unseren Versuchen ein Irrtum: 
. diese Niederschlige, wenn sie iiberhaupt in essigsaurer Lisung 
: entstehen, sind unverandertes HiweiB. 


Nach unseren heutigen Vorstellungen sind die EiweiB- 


) korper der Hauptsache nach kondensierte Aminosiuren, die 
/ eine Anzahl freier Amido- und Carboxylgruppen tragen; man 





) Schmiedeberg, a. a. O. S. 400. 
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88 Takahata, Beitriige zu einer rationellenSystematik der EiweiBkorpe,, 


kénnte dafiir also schematisch etwa folgende Formulieru; 
aufstellen: (NH,),—R—(COOH),. Die mehr oder weniger saur; 
oder basische Natur der EiweiBstoffe hingt dann bis zu einen 
gewissen Grade von dem Verhiltnis x:y ab. Wenn nun die 
KiweiBkérper mit Sauren Salze bilden, so wird dies dure} 
Vermittlung der Amidogruppen geschehen, es werden also reak. 
tionsfahige Carboxylgruppen iibrig bleiben. Durch ein solche 
Verhalten 14B8t sich erklaren, warum manche der Proteide einen 
sauren Charakter haben. 
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q Fin Beitrag zur Klassifizierung und Gruppierung 

; der Vitamine. 

E Von 

7 Wilhelm Ténnis, 

a Mit 2 Figuren im Text. 

" (Aus der Direktorialabteilung (Medizinische Klinik) 

% des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf, Prof. Dr. L. Brauer. ) 

be (Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1924.) 

Die Frage, ob auBer den bisher bekannten 3 Vitaminen 
| (A-, B- und C-Vitamin) noch andere lebenswichtige Nahrungs- 
i stoffe vorhanden sind, wird gegenwiartig durchaus nicht ein- 
heitlich beantwortet. Solange uns die chemische Konstitution 
_ der einzelnen Vitamine unbekannt ist, sind wir bei dieser 


| Frage, die den AnlaB zu vorliegender Arbeit bildet, auf den 


lierversuch angewiesen. 


a Zwei Wege kénnen hier eingeschlagen werden: 


1. Genauestes Studium der Vitaminbediirfnisse der Tiere. 
2. Nachpriifung der zur Annahme von weiteren Vitaminen 
Anla8 gebenden Befunde. 


Methodik: 
Als Versuchstiere wurden weiBe Miuse und Ratten ver- 


: wandt. Alle Tiere stammten aus eigener Zucht. Da wir den 
y Stammbaum der zum Versuch kommenden Tiere so bis in die 
- vierte und fiinfte vorhergehende Generation verfolgen konnten, 


war es uns méglich, nur gesunde und gut entwickelte Tiere 
' mm den Versuchen zu verwenden. Gerade hierauf sollte bei 
' Ernihrungsversuchen der Hauptwert gelegt werden. Die An- 
 stellung der Versuche erfolgte in Anlehnung an die von Os- 
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: 
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borne und Mendel?) beschriebene Methodik. Die Maus 
wurden in einem Alter von 31/,—4 Wochen in Gruppy 
durchweg zu 4 Stiick in den Versuch genommen, wobei in dey 
meisten Gruppen alle vier aus ein und demselben Wuri 
stammten. Ebenso bei den Ratten. Als Anfangsgewicht dient 
hier bei den Wachstumsversuchen 40 g, ein Gewicht, wie « 
auch Funk in seinem Kapitel iiber die Vitaminbediirfniss 
der Ratten als Anfangsgewicht verlangt. Die Tiere befanden 


sich wihrend der Versuche in Holzkisten, deren Boden undp 
eine Seite aus feinmaschigem Draht bestand. Auf diese Weise 


wurde erzielt, daB die Tiere keine Méglichkeit hatten, ihren 
eigenen Kot zu fressen. 
Vor Beginn des Versuches muBten die Tiere mindestens 


4 Tage in den Holzkdsten sein, damit sie sich an die neuf 
Umgebung gewdhnten. Wir sahen, daB die Uberfiihrung auf 
den mit reichlich Holzwolle versehenen Zuchthifen in die leeren 
Versuchskisten bei den meisten Tieren einen 1—2tigigen F 
Gewichtsstillstand bzw. sogar Abfall bedingte. Die Tiere waren 


struppig im Haar und fraBen schlecht. Am zweiten und dritten 


Tag hatten sie sich an ihre neuen Lebensbedingungen gewohnt, 
was sich deutlich in einer Gewichtszunahme auspragte. Von 
besonderer Wichtigkeit fiir die Tierhaltung in den holzwolle- 
freien Versuchskasten sind die Temperatur- und Feuchtigkeits. 
verhiltnisse des Versuchsraumes. In der Literatur iiber die 
Methodik der Ernihrungsversuche, speziell bei Vitaminen, 


fanden wir dariiber keine niheren Angaben. Aufmerksam | 


wurden wir darauf, als es uns trotz peinlichster Sorgfalt bei der 
Auswahl der normalen vitaminreichen Nahrung nicht gelang, 


gewisse Remissionen der Gewichtskurven zu beseitigen, die | 
sich bei allen Tieren gleichmaBig auspragten. Erst bei genauer | 


Kontrolle und Regulierung der Temperatur- und Feuchtigkeits- 
verhiltnisse der Luft des Versuchsraumes verschwanden die 
anfanglichen Remissionen aus der ansteigenden normalen Ge- 


wichtskurve. Méause sind hierin erheblich empfindlicher als F 
Ratten, wie ja auch alle anderen duBeren Faktoren bei Mausen 7 


von viel starkeren Reaktionen begleitet sind als bei Ratten. — [7 
Die Tiere wurden morgens und abends reichlich gefiittert. 7 
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Als Grundnahrung wurde geschliffener Reis verwandt, der sich 
in vielen dazu angestellten Versuchen als vollwertig in bezug 
auf KiweiBkérper, Kohlehydratgehalt und desgleichen als vitamin- 
Mrei erwiesen hat. Die Vitaminzusaitze wurden durch Zugabe 
‘yon Lebertran fir A-, Hefe fiir B- und Citronensaft fir C-Vitamin 
‘gemacht. Nach Osborne und Mendel), Cohen und Mendel?) 
und Hess, Unger ist Lebertran frei von B- und C- Vitamin, 
‘aber sehr reich an A-Vitamin. Hefe gilt nach Schau- 
mann?) als reich an B-Vitamin. Ob A-Vitamin in ihr vor- 
eiseP kommt, kann nach Osborne und Mendel?) als fraglich be- 
Tel : zeichnet werden. C-Vitamin fehlt in ihr vollstandig (Hess’‘). 
Unter B-Vitamin wurden hier vorliufig das Antiberiberi-, das 
E wasserlosliche Wachstums- und das D-Vitamin zusammen- 
gefabt. Citronensaft enthilt nach Chick-Hume-Skelton ) 
Treichlich C-Vitamin. Osborne und Mendel), Byfield, 
‘Daniels und Longhlin®) konnten jedoch zeigen, daB neben 
dem C- auch noch B-Vitamin in ihm vorhanden sei. B-Vitamin 
Hist nach Funk’), Mc Collum und Davis‘) gegen Aufkochen 
“sehr empfindlich. Beim C-Vitamin liegt dagegen die gréBere 
“Empfindlichkeit in der leichten Oxydierbarkeit. So schadet 
ihm weniger die hohe Temperatur als das lange Liegen und 
Trocknen an der Luft. Um den Citronensaft B frei zu machen, 
wurde derselbe aufgekocht. Der Austrocknungsgefahr wegen 
wurde er nicht dem Reismehl, sondern dem Trinkwasser zu- 
gesetzt. Lebertran und Hefe wurden dem Reismehl bei- 
gemengt. — Als Salzgemisch wurde das von Simmonds und 
Mc Collum®) angegebene benutzt. Ferner wurden dem 
‘Nahrungsgemisch als kotbildende Substanz Agar hinzugefiigt. 
Salzgemisch und Agar je 4g auf 10g Reis. Das Reismehl 
wurde mit Wasser angeriihrt, in Platzchenform leicht gebacken 
und an der Luft getrocknet. Dies so zubereitete Nahrungs- 
“gemisch fraBen die Tiere gern. Die Ausfiihrung der Versuche 
. | ¥gestaltete sich folgendermaBen. Die zum Versuch bestimmten 
‘Tiere kamen in die Versuchskisten und erhielten zunichst 






















dieselbe aus Kiichenabfallen bestehende normale vitaminreiche 
—f Nahrung. Das Gewicht wurde am ersten und vierten Tage 
art. | skontrolliert. Hatten die Tiere sich an die neue Lebensweise 
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gewohnt, so wurden sie zum Versuch verwandt. Die Wirkung 
der Nahrung wurde aus der 4tigigen Kontrolle des Gewichte; 
und der Beobachtung der FreBlust, des Aussehens und dag 
Allgemeinverhaltens erschlossen. Anfanglich wurden auch ® 
Lingenmessungen vorgenommen, die jedoch bald wegen allu§ 
groBer Ungenauigkeit der erhaltenen MaBe aufgegeben wurden, 

Normale Miause und Ratten lassen sich, wenn man sie au 
eine Glasscheibe setzt, auf deren Unterseite man ein Zentimeter. 
maB aufgeklebt hat, leicht und schnell messen. Zeigen dic 
Tiere jedoch Symptome von Vitaminmangel, vornehmlich wem 
sie sich zusammenkauern, so gelingt es kaum, sie ganz zi 
strecken. Vermutlich spielen dabei Kontrakturen der Riicken. 
muskeln eine Rolle. 

Gewogen wurden die Tiere alle 4 Tage. Nur unmittelbar 
nach Ubergang zur vitaminfreien, bzw. vitaminarmen Nahruyg 
alle 2 Tage, um die avitaminotische Steigerung darzustellen. 
Das haufige Wiegen hatte keinerlei psychischen EinfluB a 
die Tiere. Schon beim zweiten oder dritten Mal hatten sie 
sich véllig daran gewohnt. Auch sonst wurden alle ungiinstige: 
psychischen Faktoren soweit als méglich ausgeschaltet. 





Vitaminbediirfnisse. | 
a) Mause: 

Als Ausgang diente ein Versuch, der das normale Wachstum 
der Mause zeitlich und quantitativ festlegen sollte, um al 
Kontrolle fiir die spaiteren Vitaminversuche dienen zu kénnen 

(Da das gesamte Kurven- und Zahlenmaterial hier zuvie 
Raum in Anspruch nehmen wiirde und in dem Verhalten der 
einzelnen Gruppen groBe Ubereinstimmung besteht, sollen hier 
nur besonders typische Kurven wiedergegeben werden.*) 

4 Mause aus einem Wurf wurden in dem oben beschriebene! 
Versuchskifig mit normalem vitaminhaltigem Futter ernabrt 
In den ersten 25 Tagen betrugen die Gewichtszunahmen durch: F 
schnittlich 0,4—0,9 g. Bei einem Gewicht von 22—23 g bliebf- 


* Die ganzen Protokolle und Kurven sind niedergelegt inf 
W. Toénnis, Dissertation, Hamburg 1924. 
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das Gewicht konstant und zeigte nur geringe Schwankungen, 
die wohl auf die mehr oder minder starke Fiillung des Darmes 
zu beziehen sind. 

In einem zweiten Versuch wurde die Lebensdauer, das 


| Verhalten des Gewichts und das Allgemeinbefinden der Mause 
‘bei véllig vitaminfreier Nahrung festgelegt. 
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Fig. 1. 


4 minnliche Mause, die bei vitaminhaltiger Nahrung 


‘Jnormales Wachstum zeigten, bekamen am 17. Tage Villig 


vitaminfreies Futter, bestehend in geschliffenem Reis, Salz- 


4 gemisch und Agar. Wie aus der Kurve ersichtlich, zeigten 


die Gewichtskurven anfinglich noch eine Steigerung des Ge- 


)wichts, wie sie unter dem Namen ,,avitaminotische Steigerung“ 


schon lange in der Literatur bekannt ist. Groebbels?°) hat 
in Gaswechselversuchen an weiBen Miusen fiir die Periode 
der Avitaminose eine Steigerung des O,-Verbrauches nach- 
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weisen kénnen, die dann durch Gaswechseluntersuchungen a) 
skorbutkranken Menschen durch Knipping und Kowitz") 
bestatigt wurde. Groebbels sieht mit Recht in ihr eine 


Steigerung des Stoffwechsels, deren Erklarung uns vorliufy he 
noch versagt ist, da wir iiber die Angriffspunkte und dich 
Wirkungsweise der Vitamine im Kérper noch ginzlich inf 


Unklaren sind. 


Diese avitaminotische Steigerung war gefolgt von einem 
stindigen Sinken des Gewichtes bis zum Hintritt des Tode, 


Am 12. Tage zeigten die Mause ein Struppigwerden des Felles 


die Augen lagen tief zuriickgesunken in den Hohlen. Dif 
Tiere saBen oder liefen in einer eigentiimlich zusammen. f 


gekauerten Haltung des ganzen Kérpers. 
Am 18. Tage fihlte sich Maus I deutlich kalt an, wa 
sehr schwach auf den FiiBen und saf dauernd zusammen 


gekauert in einer EKcke. Am 19. Tage morgens lag sie auf 


einer Seite und starb unter zunehmender Schwiche mit zeit. 


weilig angestrengter Atmung und Zittern am ganzen Korper> 


Die anderen 3 Miuse saBen kalt und bewegungsarm in eine 
Ecke dicht aneinandergedringt und starben in der Nach 
vom 19. auf den 20. Tag unter denselben Erscheinungen. 

Die Lebensdauer weiBer Miause bei rein vitaminfreie 
Nahrung betrug somit 19—20 Tage. Der Gewichtsverlu 
35—41°/, des Ausgangsgewichtes. Jiingere Tiere sind empfind 
licher und sterben schneller als Altere. 

Gruppe III, bestehend aus 4 Mannchen, wurde nach an 





fanglicher normaler vitaminhaltiger Ernahrung rein avitamino-[ 


tisch ernihrt. 


Die Tiere reagierten darauf zunichst mit einer avitamino-| 


tischen Steigerung und verloren dann an Gewicht, analo 


Gruppe I. Am 12. Tage waren sie struppig und zusammen-|_ 


gekauert und erhielten 0,5 ccm Lebertran pro Maus und Ta 






Die Gewichtskurve sank weiter. Am 16. Tag waren sie kalt? 
und bewegungsarm und erhielten 0,3 g Hefezusatz pro Maus} 
und Tag. Das Gewicht fiel weiter ab. Am 18. Tage laget}” 
sie trotz der Vitaminzusiitze (A +B) bewegungsarm in de} 
Ecke des Kastens und bekamen 0,5 com Citronensaft zum] 
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Trinkwasser. Da die Tiere keine FreBlust zeigten, auch wenn 
man sie an das Wassernapfchen setzte, wurden ihnen die 
Vitamine A, B, C gemischt in der Tagesdosis durch ein Niahr- 
klistier mit einer diinnen Uretersonde gegeben. Nach 3 bis 


4 Stunden zeigte sich bei allen Tieren eine auffiallige Besserung 
‘der Beweglichkeit. Abends fraBen alle wieder selbst und die 


ewichtskontrolle am 19. Tage ergab eine geringe Steigerung. 


nen! Die Tiere waren noch struppig im Fell, fihlten sich aber 


wirmer an und liefen wieder im Kifig umher. Am 20. Tag 


war auch das Haar wieder glatter und das Gewicht wiederum 


ichten in 8—12 Tagen das Ausgangsgewicht und in weiteren 
20 Tagen das Endgewicht der normal ernihrten Kontrollgruppe. 
Gruppe IV erhielt nach anfanglich véllig vitaminfreier 


nen # rmihrung am 12. Tage 4,3 g Hefe. 


aut 
zeit.) der unzureichenden Ernihrung. 


rper. 


Am 13. und 14. Tage zeigten die Tiere die Erscheinungen 


Am 18. Tage hatte das Gewicht weiter abgenommen. Die 


“Wiere fihlten sich kalt an. Ein Zusatz von 0,5 com Lebertran 


rmochte den Gewichtsabfall nicht aufzuhalten. 

Erst weitere Zugaben von 0,5 ccm Citronensaft per Klysma 
bewirkten Besserung des Allgemeinbefindens und Gewichts- 
zunahme. — Maus II fraB abends schon, Maus 0 und I am 

deren Morgen. 

Mit Zunahme an Gewicht besserte sich Aussehen und 


| Beweglichkeit der Tiere. — In 10—14 Tagen hatten sie ihr 


usgangsgewicht erreicht, in weiteren 14 Tagen das Endgewicht 
er normal ernihrten Kontrollgruppe. 

Gruppe V, 4 Minnchen wurden zuniachst normal und dann 
taminfrei ernahrt. 

Die Gewichtskurve zeigt wieder die avitaminotische Steige- 
ung, aber schwicher und mit einem kurzen vorhergehenden 
ewichtsabfall. 

Hierauf soll bei der zusammenfassenden Besprechung der 
Aurven weiter unten niher eingegangen werden. 

Yom 8. Tage ab erhielten die Tiere 0,5 com Citronensaft 
um ‘Trinkwasser pro Maus und Tag. Das Gewicht fiel weiter 
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ab. Auch ein Zusatz von 0,3 g Hefe am 14. Tag blieb ohne 
Wirkung auf die Gewichtskurve. Erst eine Zugabe von 0,5 com 
Lebertran am 18. Tag bewirkte, nachdem sich die Tiere vorhe 
kalt angefiihlt hatten und struppig aussahen, eine Besserung 


des Allgemeinbefindens und Gewichtszunahme. Die Tier : 


fraBen in diesem Versuch gut. Auf die Zufuhr von Vitamin 
per anum konnte deshalb verzichtet werden. Bei Zusatz alle & 


3 Vitamine zeigten die Tiere auch hier normales Wachstun, 
FaBt man das Ergebnis dieser 3 Versuche zusammen, » 


ergibt sich, daB normales Wachstum bei den weiBen Miuse: § 
nur durch gleichzeitige Zugabe von A, B, C zum vitaminfreien § 


Futter erzielt wurde. 


Gruppe VI. erhielt nach anfinglicher avitaminotische 
Ernahrung gleichzeitig A und B, spiter ( 

Gruppe VII gleichzeitig A und C, dann B. 

Gruppe VIII anfanglich B und ©, dann A. 

Gruppe IX nacheinander A, C und B. 

Gruppe X_ OC, A und B. 

Gruppe XI B, C und A. (Siehe Fig. 1!) 


Mit diesen Versuchsgruppen diirften die Mdéglichkeite 
verschiedener Reihenfolge der Vitaminzufuhr erschépft sei 
Uberblickt man das Ergebnis dieser systematisch durch 
gefiihrten Versuchsreihen, so ist in den meisten Kurven de 
kurzdauernde Gewichtsabfall vor der avitaminotischen Steige 
rung deutlich erkennbar. Ferner zeigt das Zusammentrefie 


von 2 Vitaminen in der ersten Hialfte der Avitaminose ein? 
deutliche Beeinflussung der Gewichtskurve. Gleichzeitige Galif 


von 2 Vitaminen oder Hinzugabe eines zweiten zu einem be 
reits gegebenen bewirkt einen geringeren Gewichtsverlust, ver 
glichen mit rein avitaminotisch ernihrten Mausen, der fiir : 
und B kleiner als fir A und C ist. 





b) Ratten: 
Das normale Wachstum der Ratten wurde in Gruppen Rly 
bestehend aus 4 Mannchen im Gewicht von 40—50 g, festgelegt 


Bei vitaminhaltiger Nahrung nahmen die Tiere in 4 Tagelp 
durchschnittlich 10,4—18,9 g zu. In 80—90 Tagen hatten sitf 
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dann stetig zunehmender Gewichtsabfall. AuBer den Symptomen 

unzureichender Ernihrung, wie struppiges Fell, tiefliegende 

Augen, zusammengekauerte Haltung und kurz ante finem Be- 

Wwegungsarmut, zeigten die Tiere keine fir Vitaminmangel 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 7 
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das Gewicht ausgewachsener Ratten (200—220 g), das durch 
zahlreiche Wagungen an ausgewachsenen Tieren der eigenen 
Zucht festgestellt wurde, erreicht. 

Gruppe RIT wurde zur Feststellung der Lebensdauer junger 


)wachsender Ratten bei avitaminotischer Ernihrung mit Reis- 


mehl ohne Vitaminzusiitze gefiittert. 
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Fig. 2. 


Auch hier zeigt die Gewichtskurve, wie bei den Miausen, 


}den anfanglichen Gewichtsabfall, der in die avitaminotische 
*Steigerung iibergeht. Daran schlieBt sich zuerst geringerer 
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tymischen Zerchen. L&hmungen wurden nicht beobachie: 
Die loebensdauer betrug 55, 59, 65 Tage; der Gewichtsverizg 
SL —.HS * 
Gruppe Rh U1. LV and V wurden zum Studium de: 
beditriuisse junger wachsender hatten angesetzt 
Gruppe RK I] erhelt nach anfanglicher vitaminial:s. 


Nahrung vitaminireies Futter mr pyc. 
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chskifigs. Niahere Untersuchung ergibt eine Parese der 
interen Extremitaten. Wenn sie an den Futtertrog gesetzt 
ird, friBt sie noch. Am folgenden Tag zeigt das Tier kurz- 
jauernde Krampfe, nach denen Spasmen zuriickbleiben. Das 
ier liegt dauernd und friBt nicht mehr. Exitus unter Kriampfen 
» allen GliedmaBen in der darauf folgenden Nacht. Ratte I 
gigte am 80. Tage Paresen der hinteren Extremitiiten. Exitus 
Stunden nach Einsetzen der Paresen unter Krimpfen. 

Bei Ratte 0 war am 81. Tage Schwiiche in den hinteren 
tremititen zu bemerken; das Tier konnte sich anfangs noch 
Hihsam fortbewegen. Am niichsten Tag véllige Paresen der 
finterbeine. Wenn es an den Trog gesetzt wurde, fraB es 
och ein wenig. Am 83. Tag lag es dauernd und hatte kurz- 
auernde Krampfe, die Spasmen zuriicklieBen. In der Nacht 
. Tage Exitus. Die Lebensdauer betrug somit 78, 80 und 
4 Tage, der Gewichtsverlust 37—40°).. 

Gruppe R VII wurde zur Kenntnis der Vitaminbediirtnisse 
jusgewachsener Ratten mit avitaminotischer Nahrung und autf- 
inander folgenden Zusitzen von A-, C- und B-Vitamin ernihrt. 

Die Gewichtskurve zeigt die avitaminotische Steigerung 
hne den vorherigen Gewichtsabfall und fallt bei A- und auch 

rZusatz stetig ab; erst auf Zugabe von B nehmen die 
Micre wieder an Gewicht zu. Alte Ratten sind also in ihrer 
ebenserhaltung auf alle 3 Vitamine angewiesen, wenn auch 
le Gewichtsverluste weniger groB sind, wie bei den jungen 
och wachsenden Tieren. 


D-Vitamin. 
| In den angestellten Versuchsreihen hatten wir unter B- 
fitamin alle bisher in der Hefe vermuteten Vitaminfaktoren 
UsammengefaBt, das Antiberiberi-, das Wachstums-Vitamin 
md das D-Vitamin. 
Zur Abgrenzung des D-Vitamins vom Antiberiberivitamin 
biten sich eine Reihe Autoren*) genédtigt, weil sie gefunden 







. *) Abderhalden u. Schaumann), Me Collum u. Simmonds”), 
“Bee ong u. Crowell"), Hopkins), Wedder u. Williams"), 


filliams u. Seidell*), Emmet u. Me Kinn.") 
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typischen Zeichen. Lihmungen wurden nicht beobachtet. — 
Die Lebensdauer betrug 53, 59, 63 Tage; der Gewichtsverlust 
52—58 °/,. 

Gruppe R III, IV und V wurden zum Studium der Vitamin. 
bediirfnisse junger wachsender Ratten angesetzt. 

Gruppe R III erhielt nach anfanglicher vitaminhaltige, 
Nahrung vitaminfreies Futter mit nach- 
einander folgendem Zusatz von A, Bu.(. 

Gruppe RIV B, A und C. 

Gruppe RV O, A und B. 

Wie bei den Miausen, so ist auch bei den jungen Ratten 
normales Wachstum an die gleichzeitige Anwesenheit von A., 
B- und C-Vitamin gebunden. In gleicher Weise zeigt das 
Zusammentreffen von 2 Vitaminen in der ersten Hilfte eine 
fir A und B starkere Beeinflussung des Gewichtsverlustes (als 
fir A und C). 

Da sich bei der avitaminotischen Ernihrung junger Ratten 
keinerlei Lahmungserscheinungen gezeigt hatten, war es erforder- 
lich, fiir die Versuche zur Frage der Existenz des D-Vitamins 
alte, ausgewachsene Ratten zu benutzen, bei denen Lahmungen 
und Keratomalazie vorkommen. Alte, ausgewachsene ‘Tiere 
sind gegeniiber Vitaminmangel resistenter. Deshalb miissen 
hier zunaichst 2 Versuche folgen, die geeignet sind, die Lebens- 
dauer avitaminotisch ernihrter, ausgewachsener Ratten und 
ihre Vitaminbediirfnisse sicher zu stellen. 

In Gruppe R VI werden drei ausgewachsene Minnchen 
im Gewicht von 211, 206 und 215 g, nachdem sie 16 Tage 
bei normaler Nahrung im Gewicht konstant geblieben sind, 
avitaminotisch ernéhrt. Die Kurve laBt den anfinglichen Ge- 
wichtsabfall vermissen. 

Es folgt dann die gewohnte avitaminotische Steigerung, 
die in einen langsam zunehmenden Gewichtsverlust tibergeht. 
Die Tiere wurden nach einigen Wochen deutlich struppig im 
Haar. Bei RatteI stellte sich am 56. Tage eine Triibuvg 
beider Cornea ein. Am 68. Tage bekam auch Ratte 0 eine 
Keratomalazie. Am 78. Tage kann sich Ratte II nicht mehr 
auf den Beinen halten und liegt dauernd am Boden des Ver- 
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suchskiifigs. Nihere Untersuchung ergibt eine Parese der 
hinteren Extremitaten. Wenn sie an den Futtertrog gesetzt 
wird, friBt sie noch. Am folgenden Tag zeigt das Tier kurz- 
dauernde Kriimpfe, nach denen Spasmen zuriickbleiben. Das 
Tier liegt dauernd und frift nicht mehr. Exitus unter Krampfen 
in allen GliedmaBen in der darauf folgenden Nacht. Ratte I 
zeigte am 80. Tage Paresen der hinteren Extremititen. Exitus 
4Stunden nach Kinsetzen der Paresen unter Krampfen. 

Bei Ratte 0 war am 81. Tage Schwiche in den hinteren 
Extremitiiten zu bemerken; das Tier konnte sich anfangs noch 
mihsam fortbewegen. Am niachsten Tag vollige Paresen der 
Hinterbeine. Wenn es an den Trog gesetzt wurde, fraB es 
noch ein wenig. Am 83. Tag lag es dauernd und hatte kurz- 
dauernde Krimpfe, die Spasmen zuriicklieBen. In der Nacht 
84. Tage Exitus. Die Lebensdauer betrug somit 78, 80 und 
84 Tage, der Gewichtsverlust 37—40°/.. 

Gruppe R VII wurde zur Kenntnis der Vitaminbediirfnisse 
ausgewachsener Ratten mit avitaminotischer Nahrung und auf- 
ednander folgenden Zusitzen von A-, C- und B-Vitamin erniahrt. 

Die Gewichtskurve zeigt die avitaminotische Steigerung 
dhne den vorherigen Gewichtsabfall und fallt bei A- und auch 
(-Zusatz stetig ab; erst auf Zugabe von B nehmen die 
Tiere wieder an Gewicht zu. Alte Ratten sind also in ihrer 
Lebenserhaltung auf alle 3 Vitamine angewiesen, wenn auch 
die Gewichtsverluste weniger groB sind, wie bei den jungen 
noch wachsenden Tieren. 


D-Vitamin. 

In den angestellten Versuchsreihen hatten wir unter B- 
Vitamin alle bisher in der Hefe vermuteten Vitaminfaktoren 
uusammengefaBt, das Antiberiberi-, das Wachstums-Vitamin 
und das D-Vitamin. 

Zur Abgrenzung des D-Vitamins vom Antiberiberivitamin 
lihlten sich eine Reihe Autoren*) genétigt, weil sie gefunden 





*) Abderhalden u. Schaumann’), Me Collum u. Simmonds’), 
‘trong u. Crowell”), Hopkins‘), Wedder u. Williams"), 
Williams u. Seidell*), Emmet u. Mec Kinn.") 
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hatten, daB Extrakte aus Hefe oder Reis auf die Lahmungy, 
einwirkten, dagegen das Allgemeinbefinden der Versuchsticy 
unbeeinfluBt lieben. Der extrahierte Nahrungsstoff dagega 
sollte wohl das Allgemeinbefinden bessern aber nicht die Li}. 
mungen. Schaumann) extrahierte Hefe 3 mal je 3 Ta 
lang mit 3 Liter 96°/,igem Alkohol. Durch Kolieren und 
Auspressen wurden Extrakt und Riickstand getrennt. In Ver. 
suchen an Tauben, die mit geschliffenem Reis ernahrt waren, 
priifte er die Wirksamkeit derselben und fand, daB die extra 
hierte Hefe sowohl die Lihmungen beseitigte als auch da 
Gewicht konstant hielt. Der Alkoholextrakt dagegen beein. 
fluBte nur die Lihmungen. Zu gleichem Ergebnis gelangte 
er bei Verwendung von Extrakten mit 0,3 °/,iger HCl aus Hefe, 
Die Laihmungen wurden beseitigt. Der Gewichtsverlust blieb 
unbeeinfluBt. In einer spiteren Arbeit kommen Abderhalden 
und Schaumann’) auf Grund ausgedehnter Versuche, in dena 
sie vorwiegend mit Alkoholextrakten vorher mit H,SO, hydro. 
lysierter Hefe arbeiteten, zu dem SchluB, daB in der Het & 
neben dem Antiberiberivitamin noch ein von ihm zu trennende 
Faktor vorhanden sei, der das Allgemeinbefinden der Tiere m 
heben vermége. 

Zur Nachpriifung dieser Angaben wurden die folgende 
Versuche angesetzt. 

In Gruppe R Villa und b wurden je 3 alte ausgewachsene 
Ratten nach 16 tagiger normaler Ernahrung mit geschliffenen 
Reis mit Lebertran- und Citronensaftzusatz ernihrt. 


Protokoll zu Gruppe VIII a. Beginn: 15. V. 23. 


31. V. Reismehl und Salzgemisch und A + C. 

5. VIII. Ratte I. Paresen der hinteren Extremitiiten. 

6. VIII. I. Paresen wechselnd mit Kontrakturen. 

7. VIII. morgens Ratte II Paresen, abends: Zusatz von alko! 
lischem Hefeextrakt, I mit Nihrklistier, II fri8t allein. 

8. VIII. II wieder bewegungsfihig, I noch geringe Paresen, friBtallei 

9. VIII. I wieder normal beweglich. 








Zu Gruppe VIII b. Beginn: 15. V. 


31. V. Reismehl, Salzgemisch und A + C. 
6. VIII. II Paresen, 0 und I bewegungsarm. 
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agen | 4. VII. Il Kontrakturen, friBt nicht; abends: Alkohol extrahierte 
Hefe, If mit Nahrklistier. 


. 
"— g. VIII. morgens: II nochmal mit Klistier. 

“Bel | 9, VILL If fri8t allein, abends noch leichte Paresen. 

Lith. 10. VIII. Paresen. 

fag: = Das Gewicht zeigte nach einer anfanglichen avitamino- 


ud HF ischen Steigerung eine langsam stetige Abnahme. Beim Kin- 
Ver. Hiritt von Paresen erhielt Gruppe R VIII a alkoholischen Hefe- 
rel, HB auszug, b die extrahierte Hefe. Die Extraktion der Hefe 
‘tt wurde in Anlehnung an die Angaben Schaumanns®) vor- 
das ‘cnommen. 1 kg Bierhefe wurde 3 mal 3 Tage lang mit 
ll: 3 Liter 96°/,igem Alkohol extrahiert, dann kolliert und aus- 
ge gepreBt. Der Riickstand wurde durch vorsichtige Erwarmung 
lef, 'getrocknet. Der Auszug auf dem Wasserbade vorsichtig ein- 
et igedampft und die Trockne in destilliertem H,O aufgenommen. 
det BR Diese erhaltene Lésung war etwa 2°/,. Von derselben er- 
Tel Be hielten die Tiere 10 com pro Tag und Kopf. 

| In beiden Gruppen setzte sowohl auf Zugabe von alko- 








dro- 


Hele HRY holischem Hefeextrakt, als auch von der extrahierten Hefe 
ader Besserung der Lihmungen und Gewichtszunahme ein. 

> 21 : In Gruppe R [Xa und b bekamen 3 ausgewachsene Ratten, 
' ‘die bis zum Eintritt von Paresen mit geschliffenem Reis mit 
den 


> Lebertran und Citronensaftzusaitzen ernaihrt waren, Zugaben 
"von schwachsiurehaltigem wiiBrigen Hefeextrakt und der so 


ent BH extrahierten Hefe. Die Extraktion wurde ebenfalls nach 


ae Schaumanns 3) Angaben vorgenommen. 
a 
a Protokoll zu Gruppe RIXa. Beginn: 15. V. 23. 
at 
a 31. V. Reismehl, Salzgemisch mit A + C. 


26. VI. Struppig und zusammengekauett. 

11. VIII. 0 und II Paresen der hinteren Extremitiiten. 

13. VIII. I Paresen. 

14. VIII. Alle drei fressen nicht. 

15. VIII. morgens: wibrigen Hefeextrakt, bei allen mit Nahrklistier. 
16. VIII. 0 und I fressen wieder, II nochmals Klistier. 

17. VIII. Paresen vollkommen geschwunden. 

21. VIII. wieder gute Bewegungsfihigkeit. 


Zu Gruppe RIXb. Beginn: 15. V. 23. 


31. V. Reismehl, Salzgemisch mit A + C. 
6. VIII. I Paresen. 
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7. VIII. IL Paresen, mittags: Kontrakturen, friBt nicht, abends. 
mit Wasser extrahierte Hefe zugesetzt, bei IL mit Nibrklistier. I friBt alleip, 

8. VIII. I wieder bewegungsfihig. II noch leichte Paresen, die 
abends verschwunden sind. 

9. VIII. alle wieder normal beweglich. 


500 g Bierhefe wurden mit 4 Liter Aqua dest., 60 cen 
25°/,iger HCl und 5 ccm Chloroform iibergossen und nach 
48 Stunden abgeseiht und filtriert. Mit dem Riickstand wurde 
derselbe ProzeB noch einmal mit 2 Liter Aqua dest., 40 ccm 
25 °/,iger HCl und 5 ccm Chloroform vorgenommen. Nach 
weiteren 48 Stunden wurde filtriert, der Riickstand getrocknet, 
das Filtrat bis zur Trockne eingedampft und in Aqua dest. 
aufgenommen. Die etwa 2°/,ige Lésung wurde in Gaben vou 
10 ccm pro Tier und Tag dem Futter beigegeben. Die bei 
Schaumann’) angegebene anschlieBende Alkoholextraktion 
wurde fortgelassen, um die Ergebnisse mit der Alkoholextraktion 
vergleichen zu kénnen. 

Gruppe RIX a erhielt den Auszug, b den Riickstand. Auch 
hier zeigte sich, wie aus den Protokollen ersichtlich, ein deut- 
liches Verschwinden der Lihmungen und Gewichtszunahme. 

Diese eindeutigen Befunde lassen die Annahme eines vom 
Antiberiberivitamin verschiedenen D-Vitamins nicht gerecht- 
fertigt erscheinen. 


Antiberiberi- und wasserlésliches Wachstumsvitaminen. 


Gleiche Meinungsverschiedenheit herrscht iiber die anfiing- 
lich angenommene und von vielen Autoren auch heute noch 
als feststehend betrachtete Identitat des wasserléslichen Wachs- 
tumsvitamins mit dem Antiberiberivitamin. Wahrend Stepp", 
Mc Collum’), Eddy?*) und Drummond?) sich eindeutig fir 
die Identitit beider Faktoren aussprechen, soll die mit den 
heute bekannten Wachstumsfaktoren versehene Nahrung nach 
Funk’), Abderhalden, Ewald und Schaumann‘) und 
Hopkins?*) immer noch nicht vollwertig zur Erzielung eines 
normalen Wachstums sein. 

Als Beitrag zur Klarung dieser Frage wurde an jungen 
wachsenden Ratten und Méausen Versuche gemacht mit Zu- 
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sitzen von Alkoholextrakt aus Hefe, alkoholextrahierter Hefe, 
saurem wiBrigen Auszug und mit salzsiurehaltigem Wasser 
extrahierter Hete, ob sich bei diesen Extraktionen vielleicht 
ein Unterschied in der Beeinflussung des Wachstums ergeben 
wirde., 

Gruppe R Xa (3 junge Ratten) erhielten nach 16 tagiger 
normaler Ernihrung geschliffenen Reis mit Zugaben von A- und 
C-Vitamin. Nach kurzer avitaminotischer Steigerung fiel die 
Gewichtskurve. Dann erhielten sie waBrigen Hefeextrakt, der 
nach der Schaumann angegebenen Methode (s. Gruppe 1Xa 


und b) hergestellt wurde. Die Gewichtskurve stieg. Das All- 


gemeinbefinden der vorher struppig aussehenden Tiere besserte 
sich zusehends. In kurzer Zeit hatten sie das Endgewicht 
der weiter oben beschriebenen normal ernahrten Kontrollgruppe 
erreicht. Die Parallelgruppe R Xb bekam die extrahierte 
Hefe zugesetzt. Auch sie zeigte normales Wachstum. 

In Gruppe R XI a und b wurde die Wirkung der alkohol- 


' extrahierten Hefe und des Alkoholauszuges beobachtet. Beide 
' wurden nach der weiter oben beschriebenen Schaumann- 


_ schen Methode hergestellt. Gruppe R Xla zeigte auf Zusatz 
- vom Alkoholauszug der Hefe normales Wachstum. Desgleichen 
- Gruppe R X1b auf Verabfolgung der alkoholextrahierten Hefe. 
__ Die gleichen Versuche wurden an jungen wachsenden Mausen 
~ ausgefiihrt. Gruppe XIIa (3 Mause) erhielten den Alkohol- 
) auszug, XIIb die extrahierte Hefe. Beide Gruppen reagierten 
 darauf mit normalem Wachstum. Gleiche Wirkung ergaben 
4 die wiBrigen Hefeausziige und die mit Wasser extrahierte 
 Hefe in Gruppe XIIIa und b. 


In Ankniipfung an die Versuche zum Studium der Vitamin- 


_ bediirfnisse 14Bt sich also sagen, daB normales Wachstum bei 


Vorhandensein von A- und C-Vitamin durch Zugabe von Hefe 
erzielt werden kann. Extraktionen der Hefe mit Alkohol oder 
schwach siurehaltigem Wasser ergeben keinerlei Abweichungen. 
Somit sind keinerlei Anhaltspunkte vorhanden, die die An- 


+ nahme einer Nichtidentitat des Wachstumsfaktors in der Hefe 


Yon dem in ihr gleichfalls enthaltenen Antiberiberivitamin 
rechtfertigen kénnten. 
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Auf Grund der Untersuchungsergebnisse besteht die Ap. 
nahme von nur 3 Vitaminen (A, B und C) zu Recht. bei dere, 
gemeinsamen Vorkommen erst normales Wachstum der junge 
noch in der Entwicklung begriffenen und ein normaler Ablay 
der Lebensprozesse bei ausgewachsenen Tieren resultiert. 


Zusammenfassung. 


1, Normales Wachstum lieB sich bei Mausen und jungen 
Ratten nur bei gleichzeitiger Verfiitterung von A-, B- und 
C-Vitamin (Lebertran, Hefe, Citronensaft) erzielen. Normaler 
Ablauf der Lebensprozesse bei ausgewachsenen Ratten wurde 
allein auf Zusatz aller 3 Vitamine (A, B, C) beobachtet. 

2. Das Zusummentreffen von 2 Vitaminen in der ersten 
Halfte des Avitaminosestadiums zeigte eine deutliche Beein- 
flussung der Gewichtskurve, die fiir A- und B-Vitamin aus. 
gesprochener war, als fiir A und C. 


In der zweiten Halfte der Avitaminose blieb eine gleich- & 


zeitige Zufuhr von 2 Vitaminen zur avitaminotischen Grund- 
nahrung ohne Wirkung auf die Gewichtskurve. 

3. Der avitaminotischen Steigerung ging in einer Reihe 
von Gewichtskurven ein 2—3 tagiger Gewichtsabfall voraus. 

4. Alkoholischer und schwach saurer wiBriger Hefeextrakt 
zeigten neben der bekannten heilenden Wirkung auf die durch 
B-Mangel hervorgerufenen Paresen bei ausgewachsenen Ratten, 
eine deutliche Gewichtszunahme. Die mit Alkohol und Wasser 
extrahierte Hefe hatte dieselbe Wirkung. 

Die Annahme eines zur Besserung des Allgemeinbefindens 
erforderlichen, vom Antiberiberivitamin in der Hefe gesondert 
vorkommenden D-Vitamins lit sich nicht rechtfertigen. 

5. Alkoholischer und schwach saurer Hefeextrakt zeigten 
keine von der extrahierten Hefe verschiedene Wirkung au! 
Wachstum junger Mause und Ratten. Es besteht kein Anlal 
zur T'rennung des wasserléslichen Wachstumsvitamins vom 
Antiberiberivitamin. 

6. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse wird an der 
Existenz von nur 3 Vitaminen (A, B, C) festgehalten. 








An. 
rey 


gen 
lauf 
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Herrn Prof. Dr. Brauer, Herrn Privatdozenten Dr. Ko witz 


md Herrn Dr. Knipping fihle ich mich fir die Anregung 
dieser Arbeit und liebenswiirdige Unterstiitzung zu groBem 
Danke verpflichtet. 


ei. 


ro 
Ps 
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